Sieroelettroforesi su acetato di cellulosa nel cane: intervalli di riferimento ed interpretazione clinica by FONTANABONA, CHIARA
  
 
 
 
UNIVERSITA’ DI PISA 
 
 
 
 
 
Corso di Laurea Magistrale in Medicina Veterinaria 
 
 
 
 
 
Sieroelettroforesi su acetato di cellulosa 
nel cane: intervalli di riferimento ed 
interpretazione clinica 
 
 
 
 
 
 
 
Candidato: Fontanabona Chiara    Relatori: Prof. Lubas George 
 
 
 
 
                                                                                  Dott. Gavazza Alessandra 
 
 
 
 
 
ANNO ACCADEMICO 2007-2008 
 
 
 
 1
Indice 
 
 
CAPITOLO I 
 
LE PROTEINE DEL SANGUE 
 
1.1 Generalita’ sulle proteine……………………………………….…...pag.5 
1.2 Classificazione delle proteine…………………………………….....pag.6 
1.3 Fegato e metabolismo proteico……………………………………...pag.7 
1.4 Biosintesi delle proteine sieriche……………………………............pag.11 
1.5 Funzioni delle proteine sieriche……………………………………..pag.14 
1.6 Metodi di analisi delle proteine totali……………………………….pag.16 
1.7 Metodi di analisi delle frazioni proteiche…………………………...pag.17 
1.8 Considerazioni sull’utilizzo dell’elettroforesi capillare…………….pag.27 
1.9 Comparazione tra i metodi elettroforetici…………………………..pag.32 
 
 
 
CAPITOLO II 
 
ALTERAZIONI DELLE PROTEINE PLASMATICHE 
 
2.1 Introduzione……………………………… .…………..…………....pag.37 
2.2 Alterazioni fisiologiche………………………… ...………………...pag.40 
2.3 Alterazioni patologiche……………………………………………..pag.42 
 2.3.1 Proteine di fase acuta…………………………..……..………….pag.42 
 2.3.2 Iperproteinemia………………..…………..……………………..pag.49 
· Iperalbuminemia…………………………………………………pag.49 
· Iperglobulinemia………………………………………… ...…….pag.50 
· Gammopatie policlonali………………………………………….pag.53 
· Gammopatie monoclonali………………………………………..pag.54 
· Gammopatie monoclonali di incerto significato…………………pag.55 
  2.3.3 Ipoproteinemia…………………………………………………...pag.57 
· Ipoalbuminemia…………………………………………………..pag.57 
· Ipoproteinemia da diluizione……………………………………..pag.58 
· Perdita di proteine…………………………...…………………...pag.59 
· Malassorbimento, maldigestione ed enteropatie proteino-
disperdenti……………………………………………………… ..pag.60 
· Difetti di produzione………………………...…………………...pag.62 
2.4 Valori di riferimento/intervalli di riferimento……………………....pag.65 
2.5 Determinazione dell’intervallo di riferimento……………………....pag.66 
2.6 Analisi strutturale dell’esame elettroforetico…………………..........pag.69 
 
 
 
 2
 
CAPITOLO III 
 
PARTE SPERIMENTALE 
 
3.1 Introduzione………………………………………………… ..…….pag 73 
3.2 Materiali e metodi………………………………………………… ..pag 74 
  3.2.1 Materiali…………………………………………………… ..…..pag 74 
  3.2.2 Metodi……………………………… ..………………………….pag 80 
3.3 Risultati………………………………………………………… ......pag 81 
3.4 Conclusioni……………………………………………………… ....pag.95 
 
BIBLIOGRAFIA……………………………… ………………………………… ...pag.97 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3
                                                                                                                        Fontanabona Chiara 
UNIVERSITA’ DI PISA 
Corso di Laurea Magistrale in Medicina Veterinaria 
 
Sieroelettroforesi su acetato di cellulosa nel cane: intervalli di 
riferimento ed interpretazione clinica 
 
RIASSUNTO 
Parole chiave: cane, elettroforesi, acetato di cellulosa, proteine sieriche, intervallo di riferimento. 
La tesi si basa sullo studio dell’elettroforesi di siero di cane effettuato su acetato di cellulosa. Nella 
prima parte è riportata l’importanza della determinazione delle proteine plasmatiche in ambito 
veterinario, in rapporto al loro valore diagnostico. Sono quindi descritte le metodiche per la 
misurazione e le eventuali patologie correlate alla variazione quantitativa e qualitativa delle 
sieroproteine. Nella parte sperimentale della tesi sono stati selezionati cento tracciati elettroforetici 
con i seguenti criteri: tracciato o grafico nella norma, valori nell’intervallo di riferimento per le 
proteine totali, valori relativi ed assoluti delle varie frazioni proteiche entro intervalli di riferimento 
già in uso presso la clinica.Su questi cento casi è stata effettuata la seguente analisi statistica: 
media, mediana, varianza, deviazione standard, percentili, test del chi-quadro per la normale 
distribuzione dei valori.L’analisi statistica è stata effettuata sui valori ottenuti dal 
sieroprotidogramma considerando i risultati espressi sia in percentuale che in valore assoluto, al 
fine di poter effettuare un confronto con i rispettivi tracciati elettroforetici.La parte sperimentale è 
stata ampliata considerando alcuni soggetti in cui i valori delle proteine totali sieriche non 
ricadevano negli intervalli di riferimento (sia inferiori che superiori) e analizzando i rispettivi 
tracciati elettroforetici. Questa tesi ha fornito interessanti considerazioni sulla lettura del tracciato 
sieroelettroforetico su acetato di cellulosa nel cane, sottolineando l’importanza di correlare sempre 
i valori assoluti delle proteine con la corsa di quest’ultime sul foglio di acetato di cellulosa e con il 
classico grafico a picchi. Inoltre, è stata enfatizzata l’importanza della scelta dell’unita’ di misura 
delle frazioni sieroproteiche nell’elettroforesi (valore percentuale o assoluto) affinche’ la lettura 
avvenga in modo corretto e con significato diagnostico. 
 
ABSTRACT 
Key words: dog, electrophoresis, cellulose acetate, serum proteins, reference range. 
The thesis is based on the study of serum electrophoresis in dogs carried out on cellulose acetate. The first 
part focuses on the importance in veterinary science to determinate plasmatic proteins from a diagnostic 
point of view. It was made a description of measurement methodologies and possible disorders connected to 
both quantitative and qualitative variation of serum proteins. During the experimental phase, one hundred 
electrophoresis traces were selected if agree with the following criteria: standard trace or graphic, values 
for total proteins within reference ranges , relative and absolute values of each proteic fraction within the 
reference values adopted by the clinic.The following statistical analysis was made on these 100 cases: mean, 
median, variance, standard deviation, percentiles, chi-square test for the normal distribution of values.The 
statistical analysis was based on electrophoresis values considering results expressed both as percentage 
and absolute values, in order to be able to make a comparison with respective electrophoresis traces.The 
experimental phase was extended by the study of some subject which serum total proteins do not stay within 
reference values. (both higher than lower) and the analysis of their respective electrophoresis traces. The 
thesis provides interesting considerations about the interpretation of electrophoresis traces on cellulose 
acetate in dogs, underlining the importance to correlate always protein absolute values with cellulose 
acetace traces and classic graphic. Furthermore the importance of the choice of the unit of measurement in 
serum protein fractions in electrophoresis (percentage or absolute value) is remarked in order to have a 
correct reading with a diagnostic use. 
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1.1  GENERALITA’ SULLE PROTEINE 
 
La produzione delle proteine in genere avviene nel fegato che sintetizza sia le albumine sia 
la maggior parte delle globuline, mentre le gamma globuline sono prodotte nel tessuto 
reticolo endoteliale. La produzione di albumina e’ soggetta ad un meccanismo regolatore 
che coinvolge la pressione colloido-osmotica ed e’ secondario anche ad alterazioni della 
concentrazioni di globuline. Il fegato inoltre sintetizza lipoproteine, glicoproteine, 
mucoproteine, fibrinogeno e diversi fattori della coagulazione tra cui FII, FVII, FVIII, FIX 
e FX. [1] 
Le anormalita’ quantitative e qualitative delle proteine plasmatiche non sono indicative di 
alcuna malattia specifica, ma di una condizione che altera i tessuti responsabili 
dell’equilibrio tra la sintesi ed il catabolismo proteico o che causa la perdita meccanica. 
Molte malattie producono alterazioni pressoche’ simili nella composizione delle frazioni 
proteiche plasmatiche, pero’ queste variazioni possono essere di valore diagnostico 
nell’evidenziare un processo patologico in corso e possono contribuire ad una diagnosi 
quando sono correlate ad anamnesi, segni clinici ed altri test di laboratorio. [1] 
Per una corretta interpretazione della concentrazione delle proteine plasmatiche totali e’ 
necessario la quantita’ di albumina e/o di globuline, dal momento che una diminuizione di 
una frazione puo’ essere mascherata da un aumento dell’altra.[1] 
Per la determinazione della quantita’ di proteine totali sieriche  o delle frazioni si usano 
metodologie differenti, tra cui alcune molto semplici ed altre che necessitano di un 
laboratorio attrezzato. [1] 
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1.2       CLASSIFICAZIONE DELLE PROTEINE 
 
A      Classificazione strutturale 
Le proteine sono spesso classificate in base alla loro forma e composizione; 
Struttura primaria : la struttura aminoacidica è costituita da una singola catena 
polipeptidica. [2], [3]. 
Struttura secondaria : una catena con struttura elicoidale (α-elica). 
Struttura terziaria : le eliche sono piegate in diverse forme; globulari (mioglobina), lineare 
(fibrinogeno), ecc… Sono tutti monomeri. 
Struttura quaternaria: è una combinazione di due o piu’ monomeri; dimeri 
(creatininchinasi), tetrameri (emoglobina), ecc.. [2], [3]. 
 
 
B      Classificazione chimica 
Le proteine possono essere anche classificate per la loro composizione chimica: 
1. Proteine semplici contenenti gli elementi base degli aminoacidi: carbonio, idrogeno, 
ossigeno, nitrogeno, solfuro. [2], [3]. 
2. Proteine coniugate: 
a. Metalloproteine 
b. Fosfoproteine 
c. Lipoproteine- lipoproteine ad alta densita’ (trigliceridi, colesterolo, estere del 
colesterolo) 
d. Glicoproteine- glicoemoglobina, fruttosamina. 
e. Nucleoproteine- proteine ribosomiali. [2], [3]. 
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C        Classificazione fisica 
Le proteine possono essere classificate anche in base al loro comportamento: solubili in 
acqua e sale, densita’ e peso molecolare. [2], [3]. 
 
1.3 FEGATO E METABOLISMO PROTEICO 
 
Per le proteine, a differenza dei glucidi e dei lipidi, non esistono forme di deposito da 
utilizzare in caso di necessita’. Le proteine dell’organismo sono soggette di continuo a 
scissione e resintesi e,  pertanto, i componenti cellulari vanno incontro ad un intenso 
ricambio di proteine. [4]. 
Un uomo adulto contiene in media 10 kg di proteine, sei dei quali sono metabolicamente 
attivi. Questa quota e’ soggetta ad un continuo ricambio (che si svolge ad una velocita’ 3-5 
g/kg peso corporeo giorno); si ritiene, infatti, che i processi di degradazione e di sintesi 
relative alle proteine, comportino il consumo di circo il 20% della velocita’ metabolica 
basale. [4]. 
La proteolisi muscolare (il principale meccanismo degradativi) genera giornalmente circa 
50 g di aminoacidi e, di conseguenza, un apporto dietetico di circa 50 g di  proteine 
(equivalente  a circa 0.8 g/kg) e’, di norma,  largamente sufficiente a compensare le 
perdite. Nei casi nei quali si verifichi un aumento della massa corporea magra (nei bambini 
in crescita, nelle donne gravide o nelle persone che recuperano una precedente perdita di 
peso), il fabbisogno giornaliero minimo di proteine aumenta fino a raggiungere 1.5-2.0 
g/kg. [4] 
Il maggior numero di dati sul turnover proteico e’ stato ricavato dalle ricerche condotte sul 
fegato di ratto. In questa specie il tempo di vita medio degli epatociti e’ risultato di alcune 
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centinaia di giorni, mentre quello degli organi cellulari, ed in particolare di alcune proteine 
di essi, e’ risultato molto piu’ breve. [1]. 
Non tutte le proteine, quindi, hanno uguale velocita’ di ricambio, quelle sieriche dell’uomo 
hanno un periodo di emivita di circa 15 giorni mentre quelle del tessuto connettivo hanno 
un ricambio molto piu’ lento rispetto alle proteine di tessuti dotati di piu’ intensa attivita’ 
metabolica quale il sangue, il muscolo e lo stesso fegato. [4]. 
Le nuove molecole proteiche vengono sintetizzate a partire dai singoli amminoacidi 
presenti in circolo utilizzando, in parte, anche quelli derivati  dalla scissione delle proteine 
corporee. Con l’assorbimento intestinale una grande quantita’ di amminoacidi perviene, 
attraverso la vena porta, al fegato che ne capta una quota importante ed interviene, in tal 
modo, nel controllo dell’amminoacidemia. Il livello del pool di amminoacidi liberi nel 
sangue e’ condizionato, infatti, sia dall’idrolisi delle proteine alimentari e tissutali e per gli 
amminoacidi non essenziali dalla loro biosintesi, sia dalla loro captazione ed utilizzazione 
tissutale particolarmente da parte del fegato sia, infine, dalla loro eliminazione urinaria. Gli 
amminoacidi captati dal fegato in parte vengono rimessi in circolazione rientrando quindi 
nel pool aminoacidico generale, in parte subiscono trasformazioni in senso catabolico, ed 
in parte, vengono impiegati per la elaborazione delle proteine epatiche e plasmatiche. [1], 
[4]. 
Tutte le proteine sono costituite dagli stessi 20 aminoacidi. Circa la meta’ di questi 
aminoacidi  sono definiti aminoacidi essenziali;  perche’ i loro scheletri di atomi di 
carbonio non possono essere sintetizzati nell’uomo, anche se, una volta presenti, essi 
possono essere aminati. (gli aminoacidi essenziali sono treonina, metionina, valina, 
leucina, isoleucina, fenilalanina, tiroxina, triptofano, lisina e, nei neonati, istidina) . Gli 
aminoacidi che compongono l’altra meta’ vengono definiti aminoacidi non-essenziali, in 
quanto possono essere sintetizzati nell’organismo per transaminazione degli appropriati 
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scheletri carbonici, derivati da metaboliti del glucosio ed appartenenti al ciclo dell’acido 
citrico. [4]. 
Gli aminoacidi essenziali debbono essere introdotti con la dieta ed il loro fabbisogno 
minimo giornaliero e’ di circa 0.5-1.5 g/giorno. Tutti i 20 aminoacidi sono necessari per lo 
svolgimento  di una normale sintesi proteica e la carenza anche di un solo aminoacido 
essenziale produce effetti molto gravi sull’ anabolismo. [4]. 
A differenza di quanto si verifica per i carboidrati e ancor piu’ per i grassi, le diverse fonti 
di proteine possono variare notevolmente nella loro efficacia biologica, e questo e’ 
parzialmente in relazione al rapporto tra aminoacidi essenziali e non-essenziali: le proteine 
del latte e dell’uovo sono, da questo punto di vista, quelle di piu’ elevata qualita’. Durante 
l’infanzia, circa il 40% dell’apporto proteico deve essere costituito da aminoacidi 
essenziali,  per poter adeguatamente sostenere i processi di crescita, mentre nell’adulto la 
richiesta di aminoacidi essenziali corrisponde circa il 20% dell’apporto proteico. A parte il 
loro ruolo primario nella sintesi delle proteine, molti aminoacidi (inclusi alcuni aminoacidi 
essenziali) rappresentano anche i precursori di altre importanti molecole, come le purine, le 
pirimidine, le poliamine, i fosfolipidi, la creatina, la carnicina, i donatori di gruppi metilici, 
alcuni ormoni e neurotrasmettitori. [3], [4]. 
Le concentrazioni plasmatiche dei singoli aminoacidi variano da 20 µmol/L a 500 µmol/L. 
I 20 aminoacidi possono, dopo la rimozione del gruppo amminico, essere completamente 
ossidati ad acqua e CO2 e ogni aminoacido ha una propria e specifica via degradativa, i cui 
dettagli esulano dagli scopi della presente trattazione. Tuttavia e’ importante sottolineare 
che tutte le vie degradative convergono in tre processi metabolici di rilevante importanza 
fisiologica : la gluconeogenesi, la chetogenesi, la ureagenesi. Con l’eccezione della 
leucina e della lisina tutti gli aminoacidi sono gluconeogenetici; forniscono cioe’ atomi di 
carbonio per la sintesi di glucosio. Cinque aminoacidi danno origine ad acetoacetato o ai 
suoi precursori «CoA ». La degradazione di tutti gli aminoacidi da origina all’ammoniaca 
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ammoniaca, che viene trasportata al fegato sotto forma di glutamina e, in misura minore, 
come alanina. Nel fegato, l’ammoniaca viene incorporata nell’urea (sintetizzata nel ciclo di 
Krebs-Henseleit) e con essa escreta nel rene. [4]. 
 
Fig. 1.3.1  ciclo di Krebs-Henseleit    [Tratto da testo N.4] 
 
 
Se si eccettuano le minime quote di azoto che si perdono con le feci (0,4 g/giorno) e 
tramite la cute (0,3 g/giorno), l’azoto urinario rappresenta la principale via di escrezione 
dei prodotti del metabolismo proteico. L’azoto escreto con le urine sotto forma di urea e di 
ammoniaca corrisponde praticamente alla quantita’ di azoto prodotta dal metabolismo 
terminale delle proteine endogene ed esogene. In una condizione, invece, in cui l’apporto 
esogeno di proteine e’ zero, l’urea piu’ l’ammoniaca riflettono quantitativamente l’entita’ 
del catabolismo delle proteine endogene; se al contrario il catabolismo e’ notevolmente 
aumentato (come nei traumi tessutali o in molte malattie), l’urea e l’ammoniaca urinarie 
sono superiori alla quota ingerita. Nel caso sia assunta una eccessiva quantita’ di proteine,  
l’escrezione urinaria di azoto e’ inferiore alla quantita’ di azoto ingerita sotto forma di 
proteine. [4]. 
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La misura del bilancio azotato esterno non fornisce, tuttavia, alcuna informazione 
sull’entita’ e sulla dinamica degli equilibri interni tra la sintesi delle proteine e la loro 
degradazione. Per ottenere informazioni piu’ dettagliate, la degradazione delle proteine 
deve essere valutata marcando le proteine corporee con un tracciante aminoacidico 
marcato. I risultati degli studi eseguiti utilizzando questa tecnica dimostrano che, la 
degradazione e la sintesi delle proteine procedono nell’uomo ad una velocita’ di 3-4 g/kg 
per giorno. Non e’ ancora nota la velocita’ individuale di sintesi di specifiche proteine; e’ 
pero’ noto che la sintesi epatica di albumina rende ragione di circa il 5% del totale. La 
velocita’ della sintesi proteica totale dell’organismo diminuisce quando la dieta sia 
gravemente carente nell’apporto energetico, nell’apporto di proteine totali o nell’apporto di 
uno degli aminoacidi essenziali. In queste condizioni, diminuisce anche la velocita’ di 
degradazione delle proteine; tuttavia, essendo la riduzione della sintesi maggiore di quella 
della degradazione, ne consegue che si verifichi perdita netta di proteine.[1], [3], [4]. 
 
 
1.4  BIOSINTESI DELLE PROTEINE SIERICHE 
 
L’albumina sierica interamente di origine epatica e catabolizzata da tutti i tessuti 
metabolicamente attivi, rappresenta il 40-60% circa delle proteine plasmatiche  totali e 
svolge un ruolo fondamentale nel mantenimento della pressione oncotica e nel trasporto di 
numerose sostanze quali calcio, magnesio, bilirubina libera, zinco, tiroxina, ecc. Ha un PM 
di 69000 dalton (½ del PM di una globulina), 4.5% (circa due volte la concentrazione delle 
globuline), ha una struttura terziaria, è globoide o ellissoide ed è la frazione piu’ omogenea 
e discernibile del tracciato elettroforetico. Rappresenta il 60% delle proteine plasmatiche 
ma e’ responsabile per il 70-80% della pressione colloido-osmotica in base al solo numero 
di molecole presenti. La forza osmotica addizionale diventa maggiore alle alte 
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concentrazioni di albumina (nel plasma) ed e’ invece debole o assente nelle soluzioni 
diluite di albumina (liquido interstiziale), forse per la sua carica negativa presente al 
normale ph del sangue. [3], [5], [6]. 
 La molecola dell’albumina e’ carica negativamente, come la membrana glomerulare dei 
reni, la repulsione elettrostatica impedisce quindi il passaggio dell’albumina nell’urina. [5]. 
Nelle sindromi nefritiche questa proprieta’ viene persa e quindi si nota la comparsa di 
albumina nelle urine. L’albumina per questo e’ considerata un importante marcatore di 
disfunzioni renali che compaiono anche a distanza di anni. Esiste pero’ un dibattito su 
quale marcatore sia piu’ importante: la glicemia nel sangue oppure l’albumina nelle urine. 
[5]. 
L’aumento delle concentrazioni degli elettroliti nel plasma prodotto dall’albumina carica 
negativamente, aumenta la sua forza osmotica rendendola equivalente a quella di una 
ipotetica soluzione contenente una quantita’ di soluto uguale, ma con PM 37000. [5]. 
Le globuline hanno un peso molecolare che varia dai 900000 (β1-globuline) ai 156000 
daltons (γ-globuline). Le α-globuline  (eccetto la α1 fetoproteina prodotta dalle cellule 
epatiche del feto) e la maggior parte delle β-globuline sono sintetizzate nel fegato, mentre 
le immunoglobuline vengono prodotte nei tessuti linfoidi dalle plasmacellule e dai linfociti 
B, in seguito ad una stimolazione antigenica. Le globuline sono principalmente composte 
dalle immunoglobuline (IgG, IgM, IgA e IgE), e sono anche coinvolte nel trasporto di 
farmaci e nel mantenimento della pressione oncotica . [3], [5], [6]. 
 Le α e β globuline svolgono la funzione di trasporto di lipidi, costituendo in tal caso le 
lipoproteine, ed ancora di vitamine ed ormoni. [5]. 
La frazione α è la piu’ rapida nel migrare di tutte le globuline in molte specie tranne che 
nei ruminanti. Essa migra come una α1 (veloce) e una α2  (lenta) frazione. In genere, le α1 
globuline sono piu’ piccole delle α2; importanti proteine di questa frazione sono le α-
lipoproteine (HDL); che migrano come α1, e le pre-β-lipoproteine (VLDL), che migrano 
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nelle α2. La β-lipoproteina (LDL), cosi’ chiamata perche’ migra nella regione β, migra 
anche nella regione α2 dell’acetato di cellulosa. Queste ultime due proteine insieme con la 
α2-macroglobulina spiegano l’aumento delle α2 globuline nella sindrome nefrotica. [3], 
[6]. 
Sempre di origine epatica sono le glicoproteine quali la transferrina una β globulina che 
lega il ferro plasmatici convogliandolo alla sintesi di emoglobina, la ceruloplasmina una α 
globulina che opera il trasporto del rame e le aptoglobuline, α globuline che si combinano 
con l’emoglobina aumentandone la proprieta’ perossidasica. [5]. 
Le β globulina migrano come frazioni β1(veloce) e β2 (lenta) in molti animali domestici, 
tranne nei ruminanti.[6]. 
In molti animali, la frazione γ, è osservata come due frazioni, una γ1  (veloce) ed una γ2 ( 
lenta ). Tra le immunoglobuline osservate negli animali, IgA, IgM e IgE si trovano 
principalmente nella regione γ1 e le IgG nella γ2. 
La quasi totalita’ dei fattori della coagulazione del sangue e’ sintetizzata dal fegato. [3], 
[6]. 
La vitamina K condiziona, a livello epatico, la sintesi dei fattori II (protrombina), VII 
(proconvertina), IX (Christmas) e X (fattore Stuart) .  
Il fibrinogeno, durante la cascata della coagulazione del sangue, viene trasformato in 
fibrina, permettendo la formazione di un coagulo stabile. Il fibrinogeno viene sintetizzato a 
livello epatico. Un aumento della concentrazione del fibrinogeno, riflette la presenza di un 
processo infiammatorio aspecifico, mentre la diminuizione  della sua concentrazione puo’ 
essere il risultato di una grave insufficienza epatica , di una coagulazione intravasale 
disseminata o, raramente, di una deficienza congenita del fibrinogeno (deficienza del 
fattore I). La presenza di un coagulo all’interno del campione o l’utilizzo di litio eparina, 
come anticoagulante, possono provocare una falsa riduzione dei livelli di fibrinogeno. [5]. 
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1.5  FUNZIONI DELLE PROTEINE SIERICHE 
 
Le proteine plasmatiche possiedono un’ampia varieta’ di funzioni, incluso il mantenimento 
della pressione oncotica, la funzione tampone del pH sanguigno, la coagulazione ed il 
trasporto di ormoni e farmaci. [7]. 
 
· Pressione oncotica: le pareti dei capillari sono relativamente impermeabili alle grosse 
proteine plasmatiche, osmoticamente attive. La pressione osmotica generata da queste 
voluminose molecole proteiche favorisce il movimento di fluidi verso lo spazio 
intravascolare. Il 75% circa della pressione colloido-oncotica e’ attribuita all’albumina. 
[7]. 
All’interno del vaso sanguigno l’acqua esce per effetto della pressione idrostatica ( 
pressione esercitata da un liquido sulle pareti di un recipiente che lo contiene . Tale 
pressione dipende dall’altezza della colonna di liquido). La forza che si oppone alla 
perdita di liquido dai vasi e’ la pressione osmotica dovuta alle proteine. Il plasma ed il 
liquido interstiziale sono in equilibrio, perche’ tutti i soluti responsabili della pressione 
osmotica possono essere liberamente scambiati attraverso la parete dei capillari. Le 
proteine plasmatiche in virtu’ della loro dimensione non attraversano liberamente le 
pareti dei capillari, rimanendo percio’ all’interno. [7]. 
· Funzione tampone del pH sanguigno: le sostanze tampone sono in grado di rilasciare od 
accettare ioni idrogeno allo scopo di rendere minime eventuali variazioni del pH 
sanguigno. Il bicarbonato e’ il tampone ematico piu’ importante, tuttavia le proteine 
plasmatiche ricoprono all’incirca il 20% della capacita’ tampone. Inoltre, come 
tampone, l’albumina riveste un ruolo piu’importante rispetto alle globuline. [7]. 
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Le proteine sono sostanze anfotere capaci cioe’ di dissociarsi sia come acidi che come 
basi. Possiedono infatti gruppi amminici capaci di legare gli ioni H+ e gruppi 
carbossilici capaci di liberare gli H+. Il loro comportamento dipende dal pH del mezzo 
in cui si trovano. [7]. 
 
· Trasporto di ormoni: la tiroxina, gli ormoni della riproduzione e un’ ampia gamma   di 
altri ormoni circolano legati alle proteine plasmatiche. (sistema endocrino). [7]. 
· Trasporto di farmaci: numerosi farmaci, inclusi gli antinfiammatori non steroidei, i 
barbiturici e la furosemide, circolano in gran parte legati alle proteine. [7]. 
· Trasporto di anidride carbonica (respirazione : scambio dei gas). [7]. 
· Trasporto di lipidi (metabolismo lipidico e del colesterolo).  [7]. 
· Trasporto di ioni (metabolismo del calcio). [7]. 
· Trasporto di metalli (emocateresi e metabolismo del ferro). [7]. 
· Coagulazione: l’emostasi secondaria prevede la trasformazione del fibrinogeno solubile 
in fibrina insolubile a opera della trombina.  (emostasi). [7] 
· Reazione di difesa anticorpale (sistema immunitario). [7]. 
· Risposta di fase acuta: le proteine di fase acuta, prodotte dal fegato in risposta 
all’infiammazione, intervengono nel processo di guarigione e limitano il danno tissutale. 
[7]. 
· Processi di nutrizione (metabolismo proteico). [7]. 
· Viscosita’ del sangue (circolazione: resistenze periferiche). [7]. 
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1.6  METODO DI ANALISI DELLE PROTEINE TOTALI 
 
A) Tecnica refrattometrica – e’molto semplice poiche’ sfrutta la variazione della rifrazione 
della luce quando attraversa un liquido con dei soluti disciolti ed in verita’ questa 
metodica misura i solidi totali; il siero o il plasma viene depositato direttamente sul 
prisma di lettura e quindi viene sovrapposto il coperchio  oppure con il coperchio chiuso 
appoggiato sul prisma e’ fatto diffondere per capillarita’. Per la lettura occorre tenere il 
rifrattometro in posizione orizzontale, far combaciare coperchio e prisma ed esporre a 
luce piena; il campione per questa determinazione puo’ provenire, per semplicita’, dal 
plasma (EDTA) ottenuto dalla prova per l’ematocrito o del microematocrito. In 
quest’ultimo caso e’ necessario spezzare il capillare un poco al di sopra dell’interfaccia 
tra massa globulare e plasma; il valore viene letto dall’occhio dell’operatore appoggiato 
all’altra estremita’ dello strumento, osservando la scala delle proteine dove il plasma o il 
siero produce una linea divisoria tra il campo chiaro e quello scuro. Il rifrattometro e’ 
dotato di tre scale differenti, una come gia’ detto per le proteine totali (valori espressi in 
g/dL), quella centrale  per l’indice refrattometrico e l’ultima per il peso specifico delle 
urine. In commercio esiste anche un tipo particolare per uso veterinario con scale 
differenti per specie. Alcune limitazioni di questa metodica sono: il campione di siero 
(plasma) opalescente, lipemico e con emoglobina libera che determina falsi aumenti, 
mentre la bilirubina e’ ininfluente; inoltre le variazioni di temperatura (anche 
semplicemente il riscaldamento dello strumento tenendolo in mano), l’impiego di 
campioni freddi di frigorifero o l’evaporazione inducono modificazioni significative. 
[1]. 
 
B) Tecnica spettrofotometrica  – necessita di un fotometro con l’unghezza d’onda 
posizionata 550 nm e il reagentario basato sulla tecnica al Biureto. E’ estremamente 
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preciso. Subisce interferenza se viene impiegato un campione con presenza di elevata 
bilirubinemia, lipemia o emolisi. [1] 
 
                                                                                                                                                                                        
1.7 METODI DI ANALISI DELLE FRAZIONI PROTEICHE 
 
SEZIONE A 
 
A) Test di siero flocculazione o di sierotorbidita’ (test storici non piu’ utilizzati) – di norma 
l’albumina inibisce la precipitazione delle globuline condotta per mezzo di diversi 
reagenti, ma quando si ha una bassa concentrazione di albumina od un’aumentata 
concentrazione di globuline e cioe’ il rapporto albumina/globulina (A/G) e’ basso, allora 
si verifica la precipitazione. Le prove che sono state impiegate in medicina veterinaria 
sono: 
- formolgelificazione (1 m di siero del paziente cui si aggiunge 0,1 mL di formaldeide al 
40%), quando risulta estremamente positiva, cioe’ precipitazione e coagulazione entro 
un minuto, e’ indicativa di una marcata ipergammaglobulinemia (ad es. per lo screening 
della Leishmaniosi); [8]. 
- prova al solfato di zinco (0,1 mL di siero, 1 mL di acqua distillata, 5 mL di una 
soluzione composta da 250 mg di solfato di zinco in un litro di acqua distillata) 
impiegata per determinare se vitelli o puledri hanno assunto quantita’ sufficienti di 
colostro dalla madre; in caso di risultato positivo e quindi di adeguata assunzione di 
colostro si ha un intorbidimento entro un’ora. [8]. 
B) Determinazione albumina – necessita di un fotometro con lunghezza d’onda posizionata 
a 640 nm ed il reagentario basato sulla tecnica al verde di Bromocresolo. Ha le 
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medesime interferenze che subisce la tecnica delle proteine totali (bilirubinemia, 
lipemia ed emolisi). [6], [8]. 
Il bromocresolo si lega all’albumina formando un complesso; la quantita’ di tale 
complesso è proporzionale alle concentrazioni di albumina. [6]. 
 
Interferenze: 
· Il legame tra bromocresolo e globuline potrebbe risultare in un falso valore elevato della 
concentrazione dell’albumina. Il non-legame con l’albumina potrebbe portare ad errore 
quando le reali concentrazioni di albumina nel siero sono molto basse (< 1 g/dL) 
rispetto all’ interferenza delle concentrazioni globuliniche. [6]. 
Il metodo con il bromocresolo è soprattutto usato nei laboratori medici di umana; esso 
talvolta non è molto affidabile per verificare il legame con albumine di alcune specie 
animali. Infatti puo’ dare dei risultati con bassi valori di albumina in alcuni animali 
domestici come il cane. [6]. 
 
Altro metodo per misurare le concentrazioni di albumina è tramite l’elettroforesi. [6]. 
 
C) Metodo per la misurazione e la determinazione della concentrazione totale delle 
globuline. 
                                 
· La concentrazione totale delle globuline è determinato dalla sottrazione (siero): 
a) tutte le proteine del siero se non sono albumine sono      globuline. 
b) Concentrazione globulina = concentrazione proteine totali – concentrazione albumina. 
· Elettroforesi delle proteine 
· Unita’ di conversione: g/dL* 10 = g/L (unita’ del sistema internazionale, piu’ vicino a 1 
g/L).[6]. 
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D) Rapporto Albumine/globuline (A/G) – normalmente le albumine prevalgono rispetto 
alle globuline nel cane e nell’uomo, mentre nel cavallo e nel bovino si equivalgono.[1] 
 
SEZIONE B 
 
· Elettroforesi zonale – questa tecnica permette di distinguere le varie frazioni proteiche. 
E’ importante che sia eseguita con un campione di siero, poiche’ l’impiego di plasma 
(di qualsiasi tipo) include anche la presenza non necessaria di fibrinogeno. Si basa sulla 
proprieta’ che hanno le proteine di migrare a velocita’ diversa in un campo elettrico a 
seconda della propia massa, dimensione, carica elettrica e forma. Cosi’ si formano delle 
bande separate che corrispondono alle singole frazioni proteiche. In genere oggigiorno 
si impiega la tecnica dell’elettroforesi zonale e con questo termine si intende un 
processo di migrazione elettroforetica che avviene su di un supporto solido di natura 
porosa, imbevuto di una soluzione elettrolitica (tampone) in modo da permettere il 
passaggio della corrente elettrica. Per  l’applicazione clinica s’impiega un supporto 
poroso a base di acetato di cellulosa dove il fenomeno della diffusione e’ ridotto, con il 
risultato che le sostanze migrate restano separate in certe zone ben distinte (da cui il 
termine elettroforesi zonale). Quest’ultima caratteristica permette di eseguire con 
facilita’ la successiva determinazione qualitativa e quantitativa delle bande. Una volta 
avvenuta la migrazione elettroforetica si procede dapprima alla fissazione 
(immobilizzazione) del campione migrato sul supporto e quindi alla sua colorazione con 
adatti coloranti ad affinita’ verso le proteine (ad es. rosso Ponceau). Per la 
conservazione delle strisce elettroforetiche ed una migliore interpretazione e’ possibile 
diafanizzarle, cioe’ trasparentizzarle. E’ quindi possibile riconoscere le singole frazioni 
in base alla posizione assunta nel tracciato sia mediante un confronto diretto con un 
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campione noto che abbia subito lo stesso trattamento del campione incognito, che 
mediante una lettura densitometrica tramite un apposito strumento. Nel densitometro la 
striscia elettroforetica viene montata su di un particolare carrello che avanza con 
velocita’ costante di fronte ad un fotometro tarato in base al colorante impiegato. 
L’interferenza alla luce del fotometro dovuta all’intensita’ delle varie bande viene 
registrata da un registratore su carta che fa ottenere un grafico avente in ordinata i valori 
di assorbanza ed in ascisse la posizione delle bande. Il grafico risulta pertanto costituito 
da una serie di picchi corrispondenti alle frazioni prodotte nell’elettroforesi. L’area 
delimitata da ciascun picco e’ proporzionale alla concentrazione della corrispondente 
frazione. Un software inserito nel densitometro elabora i dati relativi a ciascun picco e 
ne esprime il risultato in percentuale. E’ cosi’ possibile il frazionamento proteico in 
almeno 5/6 componenti principali per cui il tracciato elettroforetico presente l’albumina 
fortemente elettronegativa con posizione piu’ vicina all’anodo seguita dalle frazioni 
globuliniche alfa-1, alfa-2, beta-1, beta-2 e gamma via via posizionate verso il catodo e 
cioe’ verso il punto di inizio migrazione o di deposito. (vedi tab. 1.7.1) 
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                           Tab. 1.7.1   [Tratto da testo N.1] 
Frazioni 
prot.elettroforesi 
Frazioni prot. con 
immunoelettroforesi 
α 1 Lipoproteine, antitripsina, 
glicoproteina, prot. legante 
vit.D 
α 2 Macroglobulina, 
ceruloplasmina, aptoglobulina, 
glicoprot., lipoproteina. 
β 1 Frazioni complemento, 
emopessina,transferrina 
β 2 Proteina C reattiva, IgM, IgA. 
γ IgA, IgM, IgG. 
 
 Esistono alcune limitazioni nell’interpretazione dell’elettroforesi: infatti quando il quadro 
qualitativo e’ pressoche’ normale esiste una valida possibilita’ di quantificare le diverse 
frazioni proteiche in g/dL di sangue semplicemente moltiplicando il valore percentuale 
della frazione per il valore delle proteine totali; invece in presenza di proteine anormali o 
di alterazioni nella concentrazione di albumina o di globuline la quantificazione e’ falsata a 
causa delle alterazioni nelle proprieta’ tintoriali delle singole proteine anormali od 
aumentate; in ogni caso l’interpretazione dei valori va sempre eseguita in g/dL sebbene i 
risultati dell’elettroforesi vengano espressi in percentuale. [1]. 
 
 
 
 
 
 
 22
 Tab. 1.7.2  VALORI NORMALI(LIMITI) DEL PROTIDOGRAMMA IN ALCUNE 
SPECIE ANIMALI   [Tratto da testo N.1].              
( valori g/dl ) cane gatto 
PROTEINE TOTALI 5.5-7.5 5.4-7.8 
ALBUMINA 2.6-3.3 2.1-3.9 
ALFA 1 GLOBULINA 0.2-0.5 0.2-1.1 
ALFA 2 GLOBULINA 0.3-1.1 0.4-0.9 
BETA 1 GLOBULINA 0.7-1.3 0.3-0.9 
BETA 2 GLOBLINA 0.6-1.4 0.6-1.0 
GAMMA GLOBULINA 0.9-2.1 1.7-3.4 
RAPPORTO A/G 0.59-1.1 0.45-1.19 
 
· Elettroforesi su carta- L’elettroforesi su carta, una volta largamente usata nel laboratorio 
chimico-clinico per la separazione delle sieroproteine, e’ stato in gran parte sostituita 
dall’elettroforesi su acetato di cellulosa. Nei procedimenti di elettroforesi su carta si usa 
per lo piu’carta Whatman n°1 o 3 MM o una carta equivalente di altra provenienza 
commerciale, fornita sotto forma di strisce gia’ pronte. La carta viene scelta in base alla 
distanza della migrazione, alla qualita’ della separazione e alle caratteristiche di 
maneggevolezza, colorabilita’, decolorabilita’, ecc. In generale, una carta spessa, 
morbida si presenta meglio per la risoluzione di miscele proteiche, sebbene 
l’elettroendosmosi sia piu’ accentuata che non in una carta piu’ rigida. In questo modo 
la cella elettroforetica e’ costituita da una striscia di carta inumidita da un tampone, 
sulla quale viene deposta la miscela in esame. Stabilendo una differenza di potenziale 
tra le due estremita’, i singoli composti si muovono ad una velocita’ determinata dalla 
corrente disponendosi a distanze varie dal punto di origine. L’apparecchio consiste (vedi 
Fig 1.7.1)  in una vasca di plexiglas a forma di parallelepipedo suddivisa in due 
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scomparti contenenti gli elettrodi. All’interno e’ posto un sostegno su cui vengono 
appoggiate le strisce in modo che le due estremita’ peschino nella vasca. Tale vasca e’ 
riempita di tampone. Il campione contenente le sostanze da separare viene deposto in 
piccolissime quantita’ (20-50 µl) sotto forma di una piccola banda.  La vasca viene 
coperta allo scopo di ridurre l’evaporazione e si collegano gli elettrodi ad un 
alimentatore in grado di fornire corrente continua di intensita’e voltaggio costante. 
Terminata l’elettroforesi le strisce vengono rimosse dalla vasca, asciugate e le sostanze 
evidenziate con mezzi opportuni. Per esempio per rivelare le proteine la striscia viene 
immersa per 15 minuti in una soluzione di rosso Ponceau e quindi viene lavata piu’ 
volte con la miscela acetico-metanolo. Si formano cosi’ sulla striscia una serie di bande 
ciascuna delle quali corrisponde ad un componente della miscela in esame. Dalla 
posizione delle bande si puo’ avere una valutazione qualitativa delle sostanze separate 
mentre dall’ampiezza delle bande e dalla loro intensita’ di colore una valutazione 
quantitativa. Ponendo a cento la somma delle aree di tutti i picchi, l’area di ogni picco 
ne rappresentera’ una certa percentuale. Uno svantaggio della tecnica di elettroforesi su 
carta e’ costituito dalla notevole durata del processo di separazione (da 14 a 16 ore). 
Inoltre in caso di elettroforesi di proteine, l’albumina viene assorbita sulla carta con 
conseguente formazione di un eccessivo background (coda). I vantaggi sulla carta sono 
la sua elevata resistenza alla trazione, il basso costo e la facilita’ d’impiego.  [8]. 
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Fig. 1.7.1 Strumento per effettuare elettroforesi su carta[Tratto da testo 
N.8] 
 
E) Elettroforesi su gel di agar- L’elettroforesi su gel di agar e’ stata applicata con successo 
all’analisi delle sieroproteine, dell’emoglobina, degli isozimi della lattato deidrogenasi, 
delle lipoproteine e di altre sostanze. In effetti, questo mezzo gelificato si comporta, dal 
punto di vista della versatilita’ e convenienza, come l’acetato di cellulosa ed in generale 
compete  con altri mezzi per quanto riguarda l’adattabilita’ alle esigenze routinarie del 
laboratorio chimico-clinico. L’agar impuro, cosi’ come quello purificato e’ composto di 
almeno due frazioni : agaropectina e agarosio. La prima frazione contiene gruppi 
solforici e carbossilici ed e’ responsabile della notevole elettroendosmosi e della 
colorazione di fondo che si osserva con agar non frazionato. Una frazione purificata 
dell’agar, l’agarosio, e’ essenzialmente neutra e presenta scarsa endosmosi. Essa sta 
diventando il mezzo di elezione per questo tipo di elettroforesi su gel. I vantaggi 
dell’elettroforesi su agar rispetto a quella su carta sono costituiti dalla minore affinita’ 
per le proteine e da una naturale trasparenza dopo l’essicamento, che consente un 
eccellente esame densitometrico. Di solito si usano da 0,5 a 1 g/ 100 ml di agar per 
avere un gel di consistenza desiderata e con buone caratteristiche  di migrazione. 
Nell’elettroforesi su gel di agar il campione viene applicato in un pozzetto predisposto 
come soluzione nell’agar caldo. Quest’ultima tecnica e’ meno conveniente, ma presenta 
il vantaggio che il campione in soluzione nell’agar solidifica diventando parte della 
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piastra d’agar. Le dimensioni del campione impiegato nella tecnica e’ relativamente 
piccolo (da 1 a 3 µl) e la durata dell’elettroforesi e’ relativamente breve (da 30 a 90 min. 
, a seconda delle condizioni sperimentali). [8] . 
F) Elettroforesi su gel d’amido-  Anche l’elettroforesi su gel di amido possiede la 
proprieta’ di separare gli ioni macromolecolari in base sia alla carica che alle 
dimensioni molecolari. L’amido usato in questo tipo di elettroforesi e’ parzialmente 
idrolizzato, dato che l’amido nativo non gelifica. Come nel caso del gel d’agar, il gel 
d’amido puo’essere usato in un processo orizzontale, ma il campione deve essere 
applicato in modo tale che risulti una sottilissima zona di partenza. Cio’ puo’ essere 
ottenuto introducendo il campione in un piccolo taglio praticato nel gel, caricando 
quest’ultimo sia con un campione liquido sia con carta da filtro imbevuta del campione. 
La tecnica vale anche nel caso si volesse effettuare la migrazione in direzione verticale. 
In tal caso, il campione liquido viene applicato in un taglio o in un pozzetto predisposto 
nel gel e quindi ricoperto con una miscela di cera e paraffina riscaldata. La cera 
solidifica e trattiene il campione liquido nella sua sede. Al passaggio della corrente le 
proteine si compattano sulla superficie del gel in modo che si forma una sottile ed 
uniforme zona di partenza. La preparazione del gel e’ un’operazione relativamente 
difficile che richiede un operatore abile. I gel d’amido vengono usati in concentrazioni 
dal 10 al 16% (g/ml). Il pH del tampone varia, secondo l’applicazione, da pH 3 a pH 11, 
ma generalmente e’ compreso fra pH 8.6 e pH 9.0. [8] . 
G) Elettroforesi capillare-  Si parla di elettroforesi capillare in quanto l’apparecchiatura e’ 
composta da un capillare di silice fusa, di diametro molto piccolo (25-75 µ), contenente 
un tampone appropriato, le cui estremita’ pescano in due serbatoi separati, contenenti 
due elettrodi, responsabili della generazione di un campo elettrico. Nella separazione 
delle proteine, l’elettroforesi capillare utilizza due principi essenziali. Secondo il primo 
principio, con un pH alcalino, si crea un potente flusso osmotico. Quest’ultimo e’ il 
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movimento complessivo degli ioni del tampone caricati positivamente che trasportano il 
fluido verso il catodo. In secondo luogo, la migrazione elettroforetica delle singole 
proteine  dipende dal loro punto isoelettrico, dalla struttura terziaria e dal rapporto 
carica/massa a valori specifici di tensione, composizione dell’elettrolita e pH. Con il pH 
alcalino utilizzato, la gran parte delle proteine ha carica negativa. All’applicazione di 
tensione, il flusso elettroosmotico e’ maggiore della mobilita’ elettroforetica delle 
proteine, provocando lo spostamento delle proteine verso il catodo. L’assorbanza delle 
proteine ad una lunghezza d’onda di 214 nm viene monitorato da un rilevatore di raggi 
ultravioletti  che si trova in prossimita’ del catodo ed e’ allineato con la finestra ottica di 
visione del capillare. Il tracciato dell’assorbanza di ciascuna frazione delle proteine in 
rapporto al tempo di migrazione costituisce un elettroferogramma. I campioni di siero 
vanno raccolti secondo la prassi solitamente usata per altre analisi cliniche. Si 
preferiscono campioni di siero appena prelevati da pazienti a digiuno. L’elettroforesi 
capillare permette di limitare i problemi legati allo sviluppo di calore. Lo sviluppo di 
calore viene limitato mediante la termostazione del capillare (20-25°C), dal ridotto 
diametro del capillare (l’elevato rapporto superficie/volume aumenta la dissipazione del 
calore) e utilizzando capillari lunghi (aumenta l’area disponibile per la dissipazione del 
calore). I vantaggi dell’elettroforesi capillare sono : 
· elevata efficienza di separazione (la dinamica del flusso all’interno del 
capillare minimizza l’ampiezza dei picchi)  
· piccoli volumi di campione  (sufficienti poche decine di µL) 
· separazione rapida  (da 1 a 45 min)  
· selettivita’ 
· tecnica automatizzata e quantitativa (rispetto a elettroforesi su gel) 
· non richiede pretrattamenti del campione (adatta per analisi in matrici 
complesse) 
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· possibilita’ di accoppiamento con spettrometro di massa. 
· Non e’ una tecnica preparativa 
L’applicazione dell’elettroforesi capillare e’ molto vasta: separazione di proteine, peptici, 
amminoacidi; analisi del DNA, determinazione acidi organici in liquidi biologici, analisi 
farmaci in liquidi biologici, nei laboratori antidoping ed in campo farmaceutico per il 
controllo della qualita’ dei farmaci e la separazione di enantiomeri. [8]. 
 
 
 
1.8 CONSIDERAZIONI SULL’UTILIZZO 
DELL’ELETTROFORESI CAPILLARE 
 
Questo metodo sembra essere un’efficiente tecnica per l’elettroforesi delle proteine 
sieriche, un’alternativa all’elettroforesi su agar e su acetato di cellulosa. [9]. 
Come abbiamo gia’ detto, ha numerosi vantaggi rispetto alle altre tecniche, solo pero’ negli 
ultimi anni ha iniziato ad essere utilizzata anche in campo veterinario. [9]. 
Recentemente sono state effettuate (2002), da un gruppo di ricerca dell’Universita’ 
Veterinaria di Murcia (Spagna), alcune indagini sul comportamente dell’elettroforesi 
capillare nel caso di sieri emolitici, lipemici e con aumento dei valori della bilirubina. Sono 
state osservate evidenti modificazioni dovuta all’interferenza di tali sostanze. Lo studio è 
stato effettuato su siero di cane prelevato dalla vena cefalica, posto in provette contenenti 
un attivatore della coagulazione ed un gel separatore. Successivamente è stato centrifugato 
e portato ad una temperatura di -20°C fino all’inizio dell’analisi.[9]. 
Emoglobina, lipidi e bilirubina sono stati aggiunti successivamente al siero. [9]. 
Risultati: Gli effetti di interferenza sono ben evidenti. L’aggiunta di emoglobina mostra 
un’alterazione delle frazioni proteiche, ad eccezione delle frazione beta1-globulina. 
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L’interferogramma (vedi fig. 1.8.1) mostra un aumento della frazione beta ed una 
diminuzione del resto delle frazioni.[9]. 
Fig.1.8.1  Iterferogramma per l’emoglobina  [Tratto da testo N.9]. 
 
 
Per quanto riguarda l’aggiunta di bilirubina, (vedi fig. 1.8.2) si ha una significativa 
interferenza con albumina, alfa1-globulina, alfa2-globulina, beta2-globulina e gamma2-
globulina. Si verifica un aumento di albumina e alfa1-globulina ed una diminuzione di 
alfa2 e beta2 globuline. [9], [10]. 
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Fig.1.8.2  Interferogramma per la bilirubina  [Tratto da testo N.9] 
 
 
 
Nel caso invece della frazione lipidica, (vedi fig. 1.8.3) si ha un’interferenza significativa 
con tutte le frazioni eccetto con la beta1-globulina. 
Si ha una lineare diminuzione di albumina, alfa2-globulina, beta2-globulina, gamma1 e 
gamma2-globuline.[9], [10]. 
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                    Fig.1.8.3  Interferogramma per i lipidi  [Tratto da testo N.9]. 
 
 
Gli effetti dell’emolisi e dei lipidi nell’elettroferogramma sono ben rappresentati nella 
figura N.1.8.4. 
Una diminuzione di albumina ed un picco  a livello della frazione beta2, sono evidenti 
dopo l’aggiunta al siero di emoglobina. I lipidi, invece, producono un picco a livello della 
frazione alfa2.[vedi Fig.1.8.4]. 
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                       Fig.1.8.4   Effetto dell’emolisi e dei trigliceridi. La figura mostra 
il tracciato elettroforetico di siero di cane con aggiunta 
di0,62g/dL di Hb (A) e 500 mg/dL di trigliceridi (B). 
La freccia indica il picco di interferenza.  [Tratto da 
testo N.9]. 
 
E’ interessante osservare nella Fig.1.8.5, il paragone dell’elettroforesi di siero con quella 
effettuata su plasma di cane. E’ evidente come la presenza del fibrinogeno non vada ad 
influenzare in modo significativo il tracciato dell’elettroforesi capillare. [9], [10].  
 
 
Fig.1.8.5  Elettroforesi capillare di plasma (A) e di siero (B).                                            
  [Tratto da testo N.9]. 
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Gli studi e effettuati, dimostrano, che l’aumento delle concentrazioni dei lipidi nel sangue 
produce un picco a livello della frazione alfa2 e quindi un aumento delle sue 
concentrazioni. Il picco va invece diminuendo quando si abbassano i valori dei trigliceridi. 
Questo risultato conferma il lavoro gia’ fatto da Bossuyt et al. (1998) in uno studio su siero 
umano. [9]. 
Per quanto riguardo il lavoro effettuato su siero di cane con aggiunta di bilirubina invece, 
dimostra che i risultati non sono gli stessi ottenuti da Bossuyt et al. (1998), e Bienvenu et 
al. (1998) su siero umano. Infatti loro non hanno potuto vedere nessun significativo 
cambiamento dei valori delle frazioni proteiche quando aumentano i valori di bilirubina. 
[9]. 
 
 
      1.9        Comparazioni tra i metodi elettroforetici 
 
Correlazione tra le frazioni proteiche tra i diversi metodi elettroforetici 
 
            In uno studio sperimentale effettuato su cani sani  e su cani affetti da patologie, si è 
rilevata una buona correlazione tra elettroforesi capillare ed elettroforesi su agar solo per 
quanto riguarda la frazione alfa2-globulina. Diverse ragioni possono spiegare le poche 
correlazioni riscontrate  con le altre frazioni proteiche. [10]. 
           L’elettroforesi capillare in umana, da valori piu’ alti per la frazione alfa1-globulina 
paragonata con i valori forniti da tracciato su agar. Questo potrebbe essere dovuto, alle alte 
concentrazioni di acido sialico dell’α1 gicoproteina acida che interferisce  con i materiali 
usati per l’elettroforesi su agar, dando quindi valori piu’ bassi per questa frazione con 
questa tecnica. Le poche correlazioni trovate per le β globulina tra i due metodi di analisi 
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potrebbero essere dovute alle diverse migrazioni delle β-lipoproteine che sono state 
osservate nel cane, e precedentemente anche nel uomo. [10] 
             Ad alte risoluzioni utilizzando Paragon Blue, è stato anche  visto come si possano 
ottenere ottimi risultati per tutte le frazioni proteiche, ad eccezione delle lipoproteine , che 
sembrano avere piu’ affinita’ per il Paragon Violet. [11]. 
 
 
 
Abilita’ nell’evidenziare i picchi monoclonali 
 
             Gli studi gia’ fatti in umana, dimostrano che l’elettroforesi capillare sembra avere 
una sensibilita’ maggiore nell’evidenziare i picchi monoclonali rispetto al metodo su agar. 
E’ importane pero’ ricordare che specialmente ad alte risoluzioni, il numero di falsi positivi 
per quanto riguarda i picchi monoclinali è maggiore nell’elettroforesi capillare. [10]. 
 
 
Abilita’ nell’evidenziare le proteine di fase acuta 
 
               L’alta risoluzione applicata per il sistema dell’elettroforesi capillare in umana, ha 
dimostrato che è possibile ottenere una buona separazione  delle frazioni: α1-antitripsina, 
α1 glicoproteina acida e per aptoglobulina. [10]. 
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Aspetti tecnici 
 
            Tutti i dati forniti, vanno  presi tenendo in considerazione sempre che tutto dipende 
dal equipaggiamento e dagli aspetti ambientali del laboratorio in cui vengono condotte le 
analisi. [10]. 
           Studi effetuati in campo umano, dimostrano un imprecisione al di sotto del 5% per 
l’elettroforesi su agar e del 4% per l’elettroforesi capillare,  per quanto riguarda tutte le 
frazioni. [10]. 
 
 
 
Analisi effettuate su siero di proteine di diverse specie con elettroforesi capillare,  
paragonate a risultati ottenuti con elettroforesi su agar gel 
 
 
Mettendo in comparazione i risultati ottenuti tramite elettroforesi capillare e quelli invece 
dati dalla metodica su gel di agar, alcuni ricercatori italiani hanno potuto vedere come, in 
diverse specie (uomo, topo, gatto e cane),  la prima possa dare sempre risultati molto piu’ 
soddisfacenti rispetto la seconda. [12]. 
Prendendo in considerazione animali sani, uno dei vantaggi nell’utilizzare l’elettroforesi 
capillare è di poter usare quantitativi di siero inferiori rispetto a quelli utilizzati nelle altre 
metodiche elettroforetiche; molto importante soprattutto quando si deve lavorare su 
animali piccoli come i topi, utilizzati nei laboratori che conducono studi tossicologici. [12]. 
In tale studio è stata fatta particolare attenzione alla qualita’ di risoluzione  delle α1 e delle 
α2 proteine. Queste due frazioni sono state scelte  soprattutto perché  possono dare un idea 
della qualita’ della separazione elettroforetica tra le proteine a lenta migrazione rispetto a 
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quelle a veloce migrazione. Questo parametro è ben evidenziabile, notando come i picchi 
delle due frazioni proteiche prese in considerazione, abbiano una separazione migliore, 
indicando quindi chiaramente la superiorita’ dell’elettroforesi capillare rispetto a quello su 
gel di agar. (riscontrata maggiormente nel cane, meno nel topo). [12]. 
L’efficienza nella misurazione dell’α1 globulina è superiore in tutte le specie prese in 
esame. L’alto valore rilevato con l’elettroforesi capillare per tale frazione proteica, è 
probabilmente associabile all’alta percentuale di acido sialico contenuto nell’α1 
glicoproteina. L’acido sialico interferisce durante la migrazione con il gel di agar, dando 
quindi probabilmente una sottostima della α1-globulina. La superiorita’ dell’elettroforesi 
capillare è evidente anche in una maggiore e piu’ accurata separazione tra le regioni α2 e 
β1, riscontrabile in tutti i tracciati presi in esame. Questo comporta quindi una maggiore 
facilita’ nell’evidenziare ed identificare i picchi monoclonali (in particolare, i picchi 
monoclonali delle IgA nella regione β). [12]. 
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CAPITOLO II 
 
ALTERAZIONI DELLE PROTEINE 
PLASMATICHE 
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2.1  INTRODUZIONE 
 
La valutazione della protidemia fornisce importanti informazioni cliniche, soprattutto circa 
il mantenimento dell’omeostasi dell’organismo ed il funzionamento del sistema 
immunitario. E’quindi consigliabile inserire l’esame elettroforetico tra le analisi di base 
(esame emocromocitometrico, profilo biochimico) . Le proteine di rilevanza clinica 
presenti nel plasma sono circa 200 e possiedono un’amplissima variabilita’ di funzione e di 
struttura. Tuttavia, mediante le metodiche elettroforetiche classiche, esse vengono 
raggruppate principalmente in due frazioni: le albumine e le globuline, quest’ultime 
ulteriormente suddivise in α (α1 e α2), β (β1 e β2) e γ globulina (vedi Fig. 2.1.1 e 2.1.2) . 
Lo studio delle variazioni delle proteine plasmatiche prende in considerazione sia 
alterazioni quantitative delle proteine totali, sia alterazioni delle singole frazioni proteiche. 
[6] . 
Molti valori delle proteine plasmatiche si alterano in corso di patologie; talvolta 
singolarmente mentre il piu’ delle volte contemporaneamente. [6]. 
Di seguito viene riportato uno schema riassuntivo delle varie cause di variazione delle 
frazioni proteiche. [6]. 
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Tab.2.1.1  Interpretazione delle alterazioni delle frazioni elettroforetiche [Tratte da 
Testo "Werner e Turnwald, 1999"]. 
                        
FRAZIONE ALTERAZIONE CONDIZIONE 
PATOLOGICA ASSOCIATA 
 
Albumina 
                                                           
< 
Insufficienza epatica, enteropatia 
proteino disperdente,grave 
denutrizione, neoplasia, 
glomerulopatia proteino 
dispersìdente 
                                                      
Alfa 1 
> Infezione od infiammazione 
attiva, malignita’; normale nei 
neonati 
< Insufficienza epatica 
                                                                        
 
Alfa 2                        
                                                   
> 
Infezione o infiammazione 
attiva, malignita’, patologia 
epatica, sindrome nefrosica 
                                                       
< 
Sindrome nefrosica, malignita’, 
insuffificienza epatica, anemia 
emolitica 
                                                 
 
Beta 1 
> Sindrome nefrosica, emolisi, 
artefatto 
 
< 
Patologie autoimmuni, lupus 
eritematoso sistemico, anemia 
emolitica, abetalipoproteinemia 
ereditaria 
 
Beta 2 
 
> 
Infiammazione, infezione, 
mieloma, patologia epatica, 
enteropatia proteino disperdente 
 
 
 
Gamma 
                 
                 > 
Infiammazione, infezione 
cronica o grave, patologia 
epatica, mieloma 
 
 
 
< 
Immunosoppressione, 
immunodeficienza, 
ipogammaglobulinemia; normale 
nei neonati prima 
dell’assunzione del colostro, se 
persiste anche dopo puo’ essere 
dovuto ad un insufficiente 
trasferimento passivo di 
anticorpi del colostro 
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Fig.2.1.1 Elettroforesi delle prot. siero di cane normale. [Tratto da 
Testo N.7].         
 
 
 
 
Fig. 2.1.2  Elettroforesi su acetato di cellulosa di proteine sieriche     
normali di alcune specie animali. [Tratto da testo N.3]. 
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2.2  ALTERAZIONI FISIOLOGICHE 
 
1. Eta’ e sviluppo 
Nel feto, le concentrazioni delle proteine totali e dell’albumina aumentano 
progressivamente fino alla nascita. Dopo la nascita, in tutti gli animali, c’è un incremento 
delle proteine totali; con l’avanzare dell’eta’ possiamo osservare  un calo dell’albumina ed 
un aumento delle globulina. [2], [3]. 
 
2. Influenza ormonale e sessuale 
Gli effetti ormonali sulle proteine sieriche possono essere sia anabolici che catabolici. Il 
testosterone e gli estrogeni sono generalmente anabolici in tutte le specie. I glicocorticoidi 
sono caratterizzati da un’attivita’ gluconeogenica, ma i loro effetti sulle proteine 
plasmatiche non sono marcati, perche’sono stati osservati solo ridotti cali delle γ globuline. 
[2], [3]. 
 
3. Gravidanza e lattazione 
Durante la gravidanza, le albumine diminuiscono e le globuline aumentano. Nella pecora, 
l’albumina diminuisce al minimo a meta’ gestazione per poi ritornare normale al termine 
dela gravidanza. Le globuline e le proteine totali, diminuiscono progressivamente per tutta 
la durata della gestazione. Nei bovini, le proteine sieriche totali, le γ1 e le β2 globuline 
iniziano ad aumentare due mesi prima del termine della gravidanza toccando un picco 
massimo ad un mese dal termine, per poi rapidamente calare verso la fine della gestazione. 
Questa data, indica che le immunoglobuline rapidamente lasciano il plasma durante 
l’ultimo mese, quando il colostro sta iniziando a formarsi nelle mammelle. [2], [3]. 
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4. Nutrizione 
Le proteine plasmatiche sono sensibili allo stato di nutrizione ma i cambiamenti sono 
spesso subdoli, difficili da scoprire e da interpretare. [2], [3]. 
La diretta relazione tra vitamina A e calo dell’albumina puo’ essere osservata nei bovini, 
che è corretta dalla somministrazione di carotene. Una deficienza proteica dietetica 
provoca una ipoproteinemia ed una ipoalbuminemia in ratti, polli e cani. [2], [3]. 
 
5. Stress e perdita di fluidi 
Ipotermia e stati febbrili, sono associati con perdita di azoto ureico, aumento dell’attivita’ 
dell’adrenalina ed aumento del turnover proteico. Questi stress causano una diminuizione 
delle proteine totali, diminuizione di albumina e spesso un incremento delle α2 globuline. 
[2], [3]. 
Nei processi infiammatori, i fluidi e le proteine si spostano nei fluidi tissutali, inducendo 
edema e contribuendo al calo delle albumine. Emorragie o forti essudazioni con 
abbondanti perdite esterne di plasma, comportano un rapido movimento di fluido 
intestinale [2], [3]. 
 (senza proteine) nel compartimento plasmatico, inducendo una ipoproteinemia acuta. Al 
contrario, una disidratazione porta ad una emoconcentrazione attraverso una riduzione del 
volume del fluido e quindi ad una iperproteinemia. [2], [3]. 
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2.3   ALTERAZIONI  PATOLOGICHE 
 
2.3.1  PROTEINE DI FASE ACUTA 
 
La risposta di fase acuta e’ un meccanismo di difesa innato che ha lo scopo di limitare i 
danni tissutali e favorire la guarigione in seguito ad un trauma, un’infezione o 
un’infiammazione. L’attivazione, nel sito di flogosi, dei granulociti e delle cellule 
mononucleate determina il rilascio di citochine, come l’interleuchina-6 (IL-6), la quale, a 
sua volta, stimola la produzione epatica delle proteine di fase acuta (vedi Fig.2.3.1). 
Clinicamente, la risposta di fase acuta si manifesta con piressia e anoressia. Le alterazioni 
ematologiche nella specie canina includono la leucocitosi e l’aumento della velocita’ di 
eritro-sedimentazione. [7]. 
 
Fig.2.3.1 Stimolazione della risposta di fase acuta. [Tratta da testo   
N.7]. 
 
 
 
Le proteine di fase acuta (APPs ), sono glicoproteine prodotte dal fegato: esse 
comprendono l’aptoglobulina (Hp), la proteina C reattiva (CRP), la sieroamiloide A (SAA) 
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e la α1-glicoproteina acida (AGP), (vedi Fig.2.3.2 e 2.3.3). La concentrazione di queste 
proteine nel torrente ematico e’ correlata alla gravita’ del processo patologico che ne ha 
determinato la produzione. [7] 
 
                Fig. 2.3.2  Proteine di fase acuta [Tratta da testo N.13] 
 
 
 
 
                Fig.2.3.3  Alfa,Beta, Gamma Globuline sono rappresentate 
              le proteine di fase acuta.[Tratta da testo N.7]. 
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Nel cane, l’aptoglobulina, la CRP, la SAA, l’AGP,  la ceruloplasmina e il fibrinogeno 
aumentano in risposta all’infiammazione e vengono quindi chiamate proteine di fase acuta 
positive. La CRP e’ la APPs piu’ sensibile della specie canina e la sua concentrazione 
aumenta di oltre 100 volte nell’arco di 24-48 ore dallo stimolo fisiologico. Secondo alcuni 
autori, in corso di una lesione infiammatoria, la sua risposta è piu’ elevata di quella dei 
neutrofili in banda. Con la metodica Elisa, la CRP si alza in diverse forme patologiche, 
specialmente in corso di: Leptospirosi, enteriti batteriche ed emorragiche, infezione da 
parvovirus,ed in presenza di forme tumorali. Il test Elisa ha permesso anche di vedere 
come la produzione della CRP non è nel cane di tipo circadiano. [14]. 
 L’albumina e’ invece una APPs negativa,  in quanto, durante la flogosi, la produzione 
epatica di albumina diminuisce, dal momento che il fegato devia la sintesi proteica dalla 
produzione di albumina verso la produzione delle APPs sopraccitate. Le concentrazioni di 
albumina sono moderatamente diminuite nell’epatite cronica progressiva, mentre nella 
cirrosi sono marcatamente diminuite. Nelle forme invece di epatite cronica non-specifica e 
nelle epatite acuta i livelli tendono a rimanere normali. [15]. 
 Gli studi riguardanti la risposta di fase acuta nella specie canina si sono incentrati 
principalmente sulle concentrazioni di aptoglobulina, di SAA, di AGP e CRP. 
L’aptoglobulina viene misurata mediante una metodica automatizzata che si basa sul 
legame aptoglobulina-emoglobina. Nei cani sani, l’aptoglobulina e’ presente a basse 
concentrazioni, ma aumenta in seguito a interventi chirurgici, traumi o somministrazione di 
prednisolone. Questa risposta dell’aptoglobulina ai corticosteroidi non e’ documentata in 
altre specie e puo’ essere correlata all’induzione epatica, specie-specifica per il cane, della 
frazione delle fosfatasi alcalina steroido-indotta. Nel cane viena riportato come normale un 
intervallo di riferimento, per l’aptoglobulina, compreso tra 0 e 3 g/dl, mentre 
concentrazioni superiori a 10 g/dl sono considerate compatibili con la presenza di 
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un’imponente risposta infiammatoria. Le sue concentrazioni diminuiscono negli animali 
colpiti da anemia emolitica o dopo la formazione di significativi ematomi. Le sue 
concentrazioni nel sangue, aumentano in 24-48 ore dalla stimolazione. L’aptoglobulina 
aumenta in molti processi infiammatori tra cui , nel cane, nell’epatite acuta e cronica; 
invece diminuisce nelle fasi finali della cirrosi. Quindi livelli normali oppure elevati stanno 
ad indicare una prognosi piu’ favorevole. [2], [7], [14], [15]. 
  La sua misurazione nei processi infiammatori del cane, è piu’ significativa di quella del 
fibrinogeno e della conta leucocitaria. Nei gatti, aumenta in corso di FIP e in tutte le 
infezioni respiratorie. [2], [7].  
La CRP viene analizzata mediante un test ELISA o tramite una metodica  
immunoturbidimetrica. Quest’ultimo metodo per la CRP canina misura la luce assorbita 
dalla formazione di complessi antigene-anticorpo in seguito all’aggiunta di un antisiero 
anti-CRP al campione in esame. [2], [7]. 
Nell’uomo e’ stato dimostrato come l’aumento della concentrazione di CRP sia un indice 
predittivo dell’aumento del rischio di infarto del miocardio e dell’aumento della mortalita’ 
in pazienti che abbiano subito un infarto o un ictus. E’ stato dimostrato che nei cani la CRP 
aumenta repentinamente in seguito ad interventi chirurgici, mentre diminuisce con la 
riduzione del processo infiammatorio. La CRP puo’ quindi essere un utile marker di 
patologia e di risposta alle terapie, ma sono necessarie ulteriori indagini per confermarlo. 
In medicina umana, i test per la CRP sono utilizzati come ausilio diagnostico, prognostico 
e nella valutazione della risposta alle terapie. Studi basati sull’utilizzo di una metodica 
ELISA validata per la CRP canina hanno evidenziato che la concentrazione di CRP in 
animali sani e’ inferiore a 10 µg/ml. I suoi livelli aumentano  in diversi processi 
infiammatori del cane; infezioni batteriche, ehrlichiosi acuta e cronica, piometra, 
poliartrite, anemia emolitica immunomediata, glomerulonefrite ed in tutte le enteriti. 
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L’incremento dei suoi livelli è stato segnalato, nel cane, anche in alcune forme 
neoplastiche, nel diabete mellito, nell’insufficienza epatica,  renale e pancreatica. [2],[7]. 
Nel gatto la proteina di fase acuta che ha riscosso maggiori attenzioni in medicina 
veterinaria e’ rappresentata dall’AGP. L’AGP e’ un marker di flogosi non specifico ed 
aumenta in seguito ad infezioni virali, batteriche e fungine, cosi’ come nei traumi. E’ stato 
inoltre documentato che la concentrazione sierica dell’AGP aumenta nei gatti in corso di 
diverse neoplasie, incluso il linfoma. Il riscontro di elevate concentrazioni di AGP (≥ 1500 
mg/ml) puo’ aiutare nel differenziare i gatti con peritonite infettiva felina da quelli che 
hanno solo sintomi clinici simili ma sono affetti da patologie diverse dalla FIP. I suoi 
livelli aumentano in 24-72 ore dopo induzione infiammatoria sperimentale 
(somministrazione di endotossine) per poi tornare normale in 2-3 settimane. Nel cane, un 
incremento dell’AGP, è riscontrabile nell’ehrlichiosi acuta e cronica e nelle epatiti acute 
ma anche in alcune forme neoplastiche come nel linfoma, carcinoma e sarcoma per poi 
diminuire i suoi livelli nei pazienti con remissione clinica nei linfomi. [2], [7], [14], [15], 
[16]. 
La transferrina e la ferritina sono β-globuline coinvolte nel trasporto del ferro e fanno parte 
anche loro delle proteine di fase acuta. Il ferro trasportato nel sangue e’ legato alla 
transferrina e viene misurato come ferro sierico. La capacita’ totale di legare il ferro e’ una 
misura indiretta della quantita’ di ferro che puo’ venire legata dalla transferrina. Le 
diminuzioni della concentrazione di transferrina sono associate a patologie epatiche, 
mentre durante le carenze di ferro si possono riscontrare concentrazioni normali o elevate. 
La transferrina e’ una proteina di fase acuta negativa, quindi la sua concentrazione, durante 
la risposta di fase acuta, diminuisce. I test per la ferritina sierica sono specie-specifici, ma 
forniscono una piu’ accurata indicazione dello stato del ferro totale dell’ organismo. Le 
concentrazioni di ferritina aumentano durante la risposta di fase acuta, in seguito alla 
stimolazione da parte dell’interleuchina-1   (IL-1). Anche patologie epatiche, emolitiche e 
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disturbi di origine neoplastica possono determinare incrementi della concentrazione della 
ferritina. [2], [7]. 
Recenti studi effettuati dall’Associazione italiana di patologia veterinaria,  ha permesso di 
ottenere maggiori informazioni sul ruolo delle proteine di fase acuta. Ha effettuato un 
indagine, che ha portato interessanti risultati, sul ruolo diagnostico e prognostico della 
misurazione di alcune APPs nel sangue di cani con leucocitosi. Con il termine leucocitosi 
si intende l’aumento del numero dei globuli bianchi circolanti, che nel cane sono 
considerati fisiologici in valori compresi tra 6000 e 17000 cellule/µl. Cio’ si verifica in 
genere in corso di forme infiammatorie, ma esistono anche leucocitosi reattive non 
infiammatorie (stress e anemia emolitica immunomediata); e’ inoltre rilevabile leucocitosi 
anche in corso di leucemia, ossia in una neoplasia maligna a carico delle cellule 
ematopoietiche del midollo osseo, che viene gradualmente sostituito da un clone 
neoplastico, spesso rinvenibile anche in circolo. Scopo del lavoro era quello di identificare 
dei parametri aggiuntivi che possano essere usati nella diagnosi differenziale di leucocitosi 
di diversa natura e la possibilita’ di utilizzare le APPs come possibili indicatori di flogosi, e 
studiarne un possibile ruolo come indicatori di prognosi in corso di patologia. [17].  
Sono stati utilizzati 40 campioni di sangue provenienti da 37 cani e suddivisi in 4 gruppi. Il 
gruppo di controllo (gruppo 1) comprendeva 10 soggetti ritenuti sani sulla base 
dell’assenza di alterazioni cliniche ed ematologiche; il gruppo delle flogosi (gruppo 2) 
comprendeva 12 soggetti affetti da processi infiammatori di diversa natura e con sede 
differente; il gruppo delle leucemie (gruppo 3) 6 soggetti, che hanno visto conferma 
diagnostica sulla base dell’esame immunocitochimico ed immunoistochimico; il gruppo 
delle leucocitosi reattive (gruppo 4)  9 soggetti. [17]. 
Risultati:  per quanto riguarda i parametri ematologici, le concentrazioni di proteine totali, 
albumine e proteine di fase acuta, si è riscontrato un incremento significativo rispetto ai 
controlli per quanto riguarda i leucociti totali nei gruppi delle flogosi, nel quale la classe 
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leucocitaria che ha visto le maggiori differenze statistiche, non solo rispetto al gruppo di 
controllo, ma anche rispetto a ciascuno degli altri gruppi, è stata quella dei neutrofili. Nel 
gruppo delle leucemie, invece, sono stati rilevati incrementi statisticamente significativi 
rispetto a tutti e tre gli altri gruppi per quanto riguarda leucociti totali, linfociti e cellule 
non classificabili. La CRP aumenta in misura statisticamente significativa  rispetto al 
gruppo di controllo in ciascuno dei gruppi patologici. [17]. 
La SAA aumenta solo nel gruppo dei processi infiammatori, mentre in corso di flogosi e 
leucemie si assiste ad un calo statisticamente significativo della concentrazione di 
albumine. [17]. 
E’ stato confermato nello studio l’elevata variabilita’ individuale presente in letteratura per 
quanto riguarda le concentrazioni di APPs. [17]  
A questo proposito va sottolineato come i livelli di APPs sembrino dipendere non tanto dal 
tipo di patologia in atto , quanto da altri fattori (stadio di sviluppo, gravita’ della patologia, 
ecc…) L’analisi dei risultati ottenuti suggerisce pero’che mentre la CRP non ha un ruolo 
rilevante come indicatore di flogosi, il calo delle albumine e l’incremento della SAA 
potrebbero essere considerati utili elementi diagnostici differenziali. In particolare, i due 
parametri sopra citati sono dotati di un elevato valore predittivo negativo (72%)  in corso 
di processo infiammatorio, il che significa ad esempio che un soggetto che, in corso di 
leucocitosi, presenti una bassa concentrazione di SAA ed una elevata di albumine ha il 
72% di probabilita’ di non essere affetto da flogosi. [17]. 
In conclusione i dati raccolti suggeriscono di includere la misurazione delle proteine di 
fase acuta, ed in particolare di albumine e SAA, nei protocolli diagnostici di cani con 
leucocitosi, sia per identificare correttamente stati flogistici, sia per formulare prognosi 
attendibili indipendentemente dalla patologia in atto. [2], [7], [17]. 
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2.3.2  IPERPROTEINEMIA 
 
L’iperproteinemia e’ un aumento relativo o assoluto della concentrazione delle proteine e 
puo’ essere il risultato di un’iperalbuminemia, di un’iperglobulinemia o di entrambe. [7].  
Le concentrazioni di albumina e globuline devono quindi essere valutate 
contemporaneamente. In genere, L’iperalbuminemia, e’ relativa, imputabile ad 
emoconcentrazione ed e’ accompagnata ad altri indicatori ematologici e clinici di 
ipovolemia (ad esempio, aumento dell’ematocrito o tachicardia). Talvolta si osserva 
iperalbuminemia nei cani affetti da iperadrenocorticismo, anche se non si conosce la causa 
di questo riscontro. Infine, in presenza di lipemia, la determinazione spettrofotometrica 
dell’albumina puo’ essere artefattualmente elevata.[7] 
 
   
IPERALBUMINEMIA 
 
Un reale aumento della produzione dell’albumina non è normalmente rilevato negli 
animali domestici. 
Le cause e le condizioni che normalmente portano ad una iperalbuminemia sono: 
  - Emoconcentrazione 
  - Aumento della sintesi indotto da terapie con glucocorticoidi ed ormoni 
 
Le terapie con glucocorticoidi possono causare un aumento dei livelli dell’ albumina nel 
cane e nel gatto. Nel cane, il suo aumento è di circa 2 g/dL dopo 4-5 giorni dall’ inizio del 
trattamento con metilprednisolone (4 mg/kg IM al giorno). Anche nei cani dopo 4 
settimane di trattamento con prednisone (0.55 mg/kg ogni 12 ore), le concentrazioni di 
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albumina aumentano di circa 0.8 g/dL con un simultaneo aumento delle concentrazioni di 
aptoglobulina. [6]. 
 
 
 IPERGLOBULINEMIA 
 
La concentrazione di globuline puo’ aumentare in corso di patologie infettive o 
infiammatorie (per esempio piodermite canina, gengivite/stomatite felina), durante le quali 
viene presentata ai linfociti B un’ampia varieta’ di antigeni. Questo provoca, di 
conseguenza, numerosi cloni di plasmacellule diversi tra loro, ognuno dei quali produce 
un’unica immunoglobulina antigene-specifica. Tutto cio’ si traduce in una gammopatia 
policlonale caratterizzata da picchi a base larga che migrano principalmente a cavallo dela 
regione β e γ del tracciato elettroforetico (vedi Fig. 2.3.4). La produzione di IgM e’ 
predominante nelle fasi precoci della risposta anticorpale, mentre in caso di antigeni che 
sono gia’ precedentemente venuti a contatto con l’organismo si osserva una rapida risposta 
delle cellule B della memoria, che esita in una maggiore produzione di IgG rispetto alla 
risposta iniziale. Occasionalmente, un gruppo di immunoglobuline di tipi diversi migra in 
una banda di ampiezza limitata sul tracciato elettroforetico, dando origine ad un picco alto 
e stretto. In questo caso si parla di gammopatia policlonale limitata o ristretta o di 
gammopatia oligoclonale. Cio’ puo’ essere riscontrato in caso di ehrlichiosi, leishmaniosi e 
FIP. [7]. 
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 Fig. 2.3.4  Gammopatia policlonale con ponte β-γ in un Pastore Tedescocon 
epatite cronica [tratto da Testo N.7]. 
 
 
Al contrario, la gammopatia monoclonale deriva dalla produzione di un unico tipo di 
immunoglobuline, in seguito alla proliferazione neoplastica di un singolo clone di 
plasmacellule o di linfociti B. Essa e’ caratterizzata da un picco elettroforetico 
monoclonale, alto, ripido e a base stretta, generalmente nella regione β o γ (vedi Fig. 
2.3.5). Il vero e proprio picco monoclonale deve essere costituito da una singola 
immunoglobulina contraddistinta da un’unica classe di catene pesanti e da un solo tipo di 
catene leggere. Utilizzando il solo tracciato elettroforetico, e’ difficile distinguere le 
gammopatie monoclonali da quelle oligoclonali, in quanto entrambe possono essere 
caratterizzate da un picco a base stretta. Per identificare il tipo di anticorpo presente (per 
esempio IgG, IgM, IgA) e per differenziare una gammopatia monoclonale da una 
oligoclonale si puo’ ricorrere all’immunoelettroforesi. Nella gammopatia monoclonale e’ 
presente una sola catena leggera (sia essa kappa o lambda), mentre la gammopatia 
oligoclonale vede la presenza di entrambe le catene leggere. [7]. 
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Fig.2.3.5  Gammopatia monoclonale in un Kerry Blue Terrier con 
leucemia linfocitica cronica. [Tratta da testo N.7]. 
 
 
 
Nell’immunoelettroforesi standard, una volta che le proteine sono state separate con 
un’elettroforesi tradizionale, viene posto un anticorpo anti-immunoglobuline (per esempio 
anti-IgM) in una fessura longitudinale praticata di fianco alla zona di elettroforesi che 
interessa e viene lasciato diffondere passivamente attraverso il gel. Se l’anticorpo reagisce 
con l’antigene specifico, si forma un arco di precipitazione. Piu’ comunemente vengono 
usati degli anticorpi contro particolari isotipi di immunoglobuline, allo scopo di 
identificare il tipo di anticorpo presente. [5], [7]. 
Per determinare se la gammopatia e’ monoclonale o policlonale, vengono utilizzati 
anticorpi contro catene leggere differenti. Usando un anticorpo anti-kappa e uno anti-
lambda, se e’ presente une gammopatia monoclonale, solo uno di essi formera’ l’arco di 
precipitazione; in una gammopatia oligoclonale, invece, entrambi gli anticorpi formeranno 
degli archi. Come controllo, e’ utile far migrare un siero di animali sani sul lato opposto 
rispetto alla fessura. [5], [7]. 
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GAMMOPATIE POLICLONALI 
 
Le gammopatie policlonali si possono verificare in risposta a condizioni infiammatorie e 
suppurative, inclusa la piometra, le malattie cutanee (in particolare quelle di natura 
parassitaria o le piodermiti croniche) e le infezioni virali, fungine e protozoarie. [7]. 
Le malattie immunomediate, come il lupus eritematoso sistemico o la poliartrite 
immunomediata, possono causare gammopatie policlonali, ma in corso di tali patologie 
l’aumento della concentrazione di globuline e’ generalmente meno marcato rispetto a 
quello rilevabile in corso di patologie infettive. [5], [7]. 
Gli animali con infezioni da Ehrlichia o da Leishmania possono mostrare sia una tipica 
gammopatia policlonale, sia una gammopatia monoclonale. In alcune circostanze, in modo 
particolarmente evidente in corso di infezioni da Ehrlichia, si produce un picco in 
apparenza monoclonale, il quale all’immunoelettroforesi si dimostra invece essere 
oligoclonale, con piu’ di una sottoclasse di catene pesanti presenti nel siero ed entrambe le 
catene leggere κ e λ presenti nelle urine. [7]. 
Anche la piodermite cronica e la gastroenterite linfoplasmacellulare possono produrre sia 
una gammopatia policlonale che una apparentemente monoclonale, sebbene i picchi 
policlonali siano piu’ frequenti. Nella gran parte dei gatti con FIP sono rilevabili ampie 
gammopatie policlonali, con la parte piu’ imponente dell’aumento situata nelle regione γ. 
Anche le epatiti croniche dei cani possono dare origine a gammopatie policlonali, 
producendo in alcuni casi un ponte tra le regioni β e γ. [5], [7]. 
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GAMMOPATIE MONOCLONALI 
 
Le gammopatie monoclonali derivano dalla sintesi eccessiva di una singola 
immunoglobulina, di una catena pesante o di una leggera (proteina di Bence-Jones) da 
parte di un unico clone di cellule B. I prodotti proteici del clone possono anche essere 
indicati come paraproteine o "proteine M". I segni clinici associati alle gammopatie 
monoclonali variano in funzione dell’eziologia sottostante, della gravita’ della gammopatia 
e delle classe di immunoglobuline o tipo di subunita’ coinvolte. [5], [7]. 
Le neoplasie a carico di linfociti e plasmacellule sono le cause piu’ comuni, sebbene siano 
riportati anche casi idiopatici. Come detto precedentemente, e’ riportato che alcuni stati 
infiammatori, incluse le infezioni da Ehrlichia e Leishmania, la piodermite cronica e la 
gastroenterite linfoplasmacellulare possono essere in grado di determinare gammopatie 
monoclonali, sebbene queste siano, di fatto, gammopatie oligoclonali. Le gammopatie 
monoclonali sul tracciato elettroforetico appaiono come picchi alti e stretti, con la base di 
ampiezza inferiore rispetto a quella del picco dell’albumina. Queste alterazioni si trovano 
raramente nella regione α2, mentre vengono solitamente localizzate nelle regioni β o γ. 
Spesso si riscontra una riduzione nella produzione delle altre globulina, con l’effetto di un 
appiattimento della linea di base da cui si innalza il picco. In casi rari, ascrivibile alle stesse 
patologie che possono dare origine a picchi monoclonali, sono rilevate gammopatie 
biclonali, che danno luoga a due stretti picchi distinti. Questo aspetto puo’ essere dovuto ad 
una vera e propia gammopatia biclonale oppure puo’ dipendere da una variazione della 
configurazione di una singola immunoglobulina, che si “sdoppia’’ in due proteine diverse 
tra loro, caratterizzate da diverse migrazioni elettroforetiche (vedi Fig.2.3.6). La 
differenziazione tra le gammopatie mono o biclonali e le oligogammopatie puo’ essere 
effettuata mediante immunoelettroforesi. [5], [7]. 
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Fig. 2.3.6   Gammopatia biclonale in un cane meticcio con 
mielomamultiplo.[Tratto da testo N.7]. 
 
 
 
 
 
GAMMOPATIA MONOCLONALE DI INCERTO 
SIGNIFICATO  
( Monoclonal Gammopathy of Unknown Significance o MGUS ) 
 
Raramente, nei cani si verifica una gammopatia monoclonale senza un evidente causa 
sottostante. In pazienti umani, circa il 16% dei casi di MGUS evolve verso il mieloma 
multiplo. [7]. 
 
Mieloma multiplo. Il mieloma multiplo è una comune causa di gammopatia monoclonale. 
Questa neoplasia plasmacellulare è caratterizzata dai seguenti elementi. 
· Infiltrato neoplastico di plasmacellule del midollo osseo, le quali sono presenti 
generalmente in una percentuale superiore al 30%. Di frequente si tratta di cellule atipiche 
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e riunite in gruppi. A causa della distribuzione spesso irregolare dell’infiltrato neoplastico, 
i singoli aspirati o le singole biopsie midollari possono non contenere le cellule 
neoplastiche: è quindi piu’ opportuno  eseguire campionamenti multipli. Vanno inoltre 
escluse altre cause di proliferazione plasmacellulare nel midollo osseo, quali le infezioni  
da Ehrlichia o da Leishmania, in quanto queste sono in grado di provocare un aumento del 
numero di plasmacellule paragonabile a quello osservato nel mieloma multiplo. In queste 
situazioni, l’eventuale atipia delle plasmacellule, la presenza di una vera gammopatia 
monoclonale e l’ipercalcemia  sono molto suggestive  di mieloma multiplo. Le 
plasmacellule neoplastiche possono essere rinvenute per aspirazione anche da altri tessuti 
interessati dalla patologia, comprese le lesioni ossee litiche. 
· Gammopatie monoclonali ( solitamente IgG o IgA ) 
· Lesioni scheletriche osteolitiche 
· Proteinuria di Bence-Jones (osservata nel 30-40% dei casi di mieloma ) 
· Ipercalcemia. Sebbene la produzione di proteine paratormone-simili sia sta raramente 
associata al mieloma multiplo, l’ipercalcemia è presente in piu’ del 20% dei cani con 
questa patologia, in parte a causa dell’aumento del calcio legato alle proteine (una quota 
del calcio si lega alle globulina, anche se la quota legata alle albumine  è quattro volte 
maggiore) e in parte a causa dell’osteolisi, che determina la mobilizzazione ed il rilascio in 
circolo del calcio scheletrico. Anche la ridotta funzionalita’ renale che si riscontra in 
alcune forme di mieloma puo’ contribuire all’induzione dell’ipercalcemia. Nel cane, il 
mieloma multiplo, non è molto raro, dato che costituisce circa l’8% dei tumori emopoietici. 
Al mieloma si associa anche un’aumentata suscettibilita’ alle infezioni dovuta alla 
leucopenia  che si verifica, puo’ essere presente anche anemia e trombocitopenia. [7]. 
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2.3.3  IPOPROTEINEMIA 
 
La simultanea diminuzione di albumine e di globuline puo’ essere dovuta ad una diluizione 
del plasma, che quindi interessa in eguale misura le albumine e le globuline, a perdite 
esterne non selettive o ad insufficiente assorbimento, assimilazione o produzione di 
proteine. Le riduzioni selettive di albumine o di globuline possono invece verificarsi in 
seguito  ad insufficiente produzione nei loro differenti tessuti di origine oppure a causa di 
perdite selettive, determinate dalle loro diverse caratteristiche fisiche. [7],[18]. 
 
 
IPOALBUMINEMIA 
 
La diminuzione dell’albumina puo’ essere attribuita alla perdita di essa oppure o ad una 
sua diminuzione di sintesi. Puo’ essere associata ad un’ iperproteinemia (stati acuti), 
normoproteinemia (stati progressivi), oppure negli stati avanzati ad ipoproteinemia. [6], 
[18]. 
Da ricordare che la sua sensibilita’ osmotica agli spostamenti dei fluidi, fa si che una sua 
diminuizione è rilevabile nelle patologie renali e nelle forme parassitarie intestinali. 
L’ipoalbuminemia in quest’ultima forma è aggravata da un incremento del catabolismo 
dell’albumina. [6], [18]. 
Una diminuzione di tale proteina si ha anche nelle diete con deficienza proteica, come nei 
classici casi, nell’uomo, di malnutrizione. [6], [18]. 
Il fegato è l’unico organo in cui avviene la produzione di albumina, per cui uno stato di 
ipoalbuminemia puo’ essere un importante segno di malattia epatica cronica. [6], [18]. 
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L’ipoalbuminemia nelle malattie epatiche puo’ essere reversibili oppure irreversibile. Nelle 
forme acute normalmente si riscontra una diminuzione di albumina perche’ aumenta, in 
risposta, la produzione delle altre proteine di fase acuta. [15], [18]. 
Anche i fenomeni di ascite, dovuti ad uno spostamento dell’albumina in altri 
compartimenti, possono causare una sua diminuzione a livello sierico. Invece si hanno 
fenomeni irreversibile per quanto riguarda la sua produzione, quando il tessuto epatico 
risulta essere molto compromesso da fenomeni cronici, anche se basta, secondo alcuni 
autori solo il 25-30% della funzionalita’ epatica per mantenere normali i livelli di albumina 
sierica. [15].  
Un’eccessiva produzione di ADH come anche una eccessiva somministrazione di fluido 
intravenoso possono portarci ad una sua diminuizione dovuta ad una sua diluizione. [6], 
[18]. 
 
 
IPOPROTEINEMIA DA DILUIZIONE 
 
Si verifica quando la quantita’ totale di proteine nel plasma è costante, ma il volume del 
plasma è aumentato, determinando una diminuzione proporzionale di albumine e 
globuline. Questo fenomeno si puo’ verificare a seguito di un abbondante fluidoterapia, 
specialmente se in presenza di una patologia renale, o puo’ essere osservato in corso di 
insufficienza cardiaca congestizia, di insufficienza epatica o nella ritenzione idrica dovuta 
ad eccessiva secrezione  dell’ormone antidiuretico. Simultaneamente possono essere 
rilevate diminuzioni piu’ o meno accentuate di alcuni parametri eritrocitari (PCV, numero 
di eritrociti, concentrazioni di emoglobina). [1], [7], [18]. 
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PERDITA DI PROTEINE 
 
Perdita di sangue intero 
Nello stadio iperacuto delle emorragie, l’ematocrito (Hct) e le proteine totali rimangono 
inalterati, ma, nel momento in cui i fluidi extravascolari si spostano nel comparto 
intravascolare, per compensare la perdita, ha luogo un effetto diluizionale. L’albumina e le 
globuline diminuiscono in modo proporzionale insieme con Hct, RBC ed emoglobina. Il 
ripristino dei livelli di proteina, in seguito ad un’emorragia, puo’ avvenire piu’ rapidamente 
durante le emorragie interne, grazie al riassorbimento delle proteine plasmatiche e di altri 
costituenti del sangue, che non durante emorragie esterne, nelle quali è necessario una 
sintesi di nuovo per rimpiazzare le proteine plasmatiche perse. [7], [18]. 
 
 
 
Nefropatie proteino-disperdenti 
Le glomerulonefriti o l’amiloidosi possono dare luogo ad anomalie della permeabilita’ 
selettiva della membrana basale del glomerulo, permettendo alle proteine che normalmente 
vengono trattenute, incluse l’albumina e l’antitrombina III, di fuoriuscire nell’ultrafiltrato. 
La capacita’ dei tubuli di riassorbire queste proteine è limitata e di conseguenza tali 
proteine vengono perse con le urine. Gran parte delle globuline hanno dimensioni 
relativamente grandi e per tale motivo vengono trattenute nel siero. Nella sindrome 
nefrosica si puo’ verificare ipercolesterolemia, in quanto aumenta la produzione epatica  di 
lipoproteine a bassissima densita’, e diminuisce la lipolisi delle lipoproteine presenti nel 
plasma. Un’ipotesi alternativa è che, insieme con le proteine piu’ piccole, vengono perse 
anche le proteine necessarie per l’attivazione delle lipasi specifiche per le lipoproteine a 
bassa densita’ con le cellule endoteliali, il che contribuirebbe allo sviluppo 
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dell’ipercolesterolemia attraverso un meccanismo di insufficiente lipolisi piu’ che di 
aumentata sintesi. [7], [18]. 
La misurazione quantitativa della perdita di proteine attraverso il rene puo’ essere ottenuta 
mediante la determinazione del rapporto proteina: creatinina urinaria (PU/CU). Questo 
rapporto in sostanza corregge la concentrazione di proteine urinarie in funzione delle 
variazioni  di concentrazioni dell’urina, in quanto mette in relazione la concentrazione di 
proteine con quella di creatinina, che è costante. Oltre che in corso di danno glomerulare, 
la PU/CU è elevata anche quando è presente un’imponente infiammazione, per esempio a 
causa di un’infiammazione del tratto urinario. Per dimostrare che la proteina persa sia  
effettivamente l’albumina, puo’ essere utilizzata l’elettroforesi delle proteine urinarie. [1], 
[7], [18]. 
 
Perdita di proteine dalla cute 
Le patologie cutanee o comunque le lesioni cutanee molto estese e caratterizzate da 
essudato, in particolare le ustioni, possono dare origine, durante gli stadi iniziali, ad 
ipoproteinemia aspecifica. La presenza di flogosi associata alla progressione della 
patologia puo’ mascherare le perdite proteiche, dato che in corso di flogosi aumentano le 
proteine di fase acuta e le globuline in generale. Le ustioni estese possono indurre anche 
stati ipermetabolici che peggiorano ulteriormente lo squilibrio proteico, gia’ negativo. [5], 
[7], [18]. 
MALASSORBIMENTO, MALDIGESTIONE ED 
ENTEROPATIE PROTEINO-DISPERDENTI 
 
La digestione e l’assorbimento sono fenomeni collegati, sia anatomicamente che 
fisiologicamente, quindi i disturbi a carico di una di queste funzioni spesso portano ad 
anomalie dell’altra, e a seguito di mal funzionamento di entrambi i meccanismi, situazione 
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che caratterizza un’ampia varieta’ di stati patologici, possono verificarsi ipoproteinemie. 
Per esempio l’insufficienza pancreatica esocrina (EPI) puo’ causare un’enteropatia con 
effetti sia diretti (insufficiente produzione di proteasi) che indiretti (maldigestione di 
carboidrati e lipidi, provocando un bilancio energetico negativo) sui livelli di albumine. Si 
verificano marcate riduzioni dell’attivita’ di pepsina, chimotripsina, carbossipeptidasi, 
elastasi e collagenasi, per cui gran parte delle proteine assunte con la dieta viene persa con 
le feci. [7], [18]. 
A fronte delle diverse alterazioni nella digestione delle proteine, alcuni animali affetti da 
EPI mostrano livelli di proteine normali, mentre altri sviluppano, un’ipoalbuminemia. Nel 
caso in cui vi sia una concomitante enteropatia, è possibile una contemporanea perdita sia 
di albumine che di globulina. [7], [18]. 
Le gastroenteropatie proteino-disperdenti possono avere origine da un’ampia varieta’ di 
processi patologici, comprese le ulcere, le flogosi, i disordini vascolari e linfatici, con 
molte possibili eziologie sottostanti, come neoplasie, enteropatie idiopatiche, 
ipersensibilita’, linfangectasia o enteropatie di natura infettiva. Sono molti i processi che 
possono contribuire a determinare ipoproteinemia in corso di enteropatie ma la perdita 
attraverso il lume sia di albumina che di globuline è la piu’ importante. Queste proteine 
provengono dai vasi mucosali e dallo spazio interstiziale. La rottura della barriera 
mucosale porta ad una perdita indiscriminata di proteine all’interno del lume. Inoltre, 
l’ostruzione o la disfunzione linfatica possono provocare la perdita di linfa ricca di proteine 
nell’intestino, per via dei vasi linfatici danneggiati e, in molti casi, ne deriva una 
panipoproteinemia. Anche la ridotta attivita’ di trasporto di peptidasi e di aminoacidi a 
livello dell’orletto a spazzola degli enterociti e la riduzione della superficie di assorbimento 
laddove vi sia distruzione dei villi,  possono contribuire a determinare ipoproteinemia. [7], 
[18]. 
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Tra i test recentemente validati per le enteropatie proteinodisperdenti è compreso l’esame 
per l’inibitore dell’α1-proteinasi fecale. Questa proteina si trova normalmente nel plasma, 
nella linfa e nel liquido interstiziale, ma non nel tratto gastroenterico. E’ stato dimostrato 
che la sua quantita’ nelle feci è correlato ad anomalie istologiche del tratto gastroenterico 
ma puo’ non essere sempre correlata alle albumine del siero nel cane. Cio’ rende questo 
test utile nello screening di possibili enteropatie proteino-disperdenti in fase precoce, prima 
che si verifichino perdite significative di proteine. [7], [18]. 
In rari casi le enteropatie proteine-disperdenti possono essere associate a iperglobulinemia; 
questo è stato riportato in un numero ristretto di Basenji che presentavano linfangectasia o 
enterite eosinofilica . [7], [18]. 
 
 
 
DIFETTI DI PRODUZIONE 
 
Insufficienza epatica 
L’albumina è sintetizzata esclusivamente a livello epatico, quindi una ridotta funzionalita’ 
epatica puo’ portare a ipoalbuminemia. Il fegato è in grado quasi di duplicare la 
produzione di albumina in risposta alle perdite e la sua riserva funzionale è vasta, cosicche’ 
la normale produzione di albumina viene mantenuta anche in presenza di patologie 
epatiche estese. Solo quando la funzionalita’ è gravemente compromessa, come nelle 
patologie epatiche allo stadio terminale o negli shunt porto-sistemici, è possibile osservare 
ipoalbuminemia. Anche i fattori della coagulazione possono risentirne, con un conseguente 
prolungamento dei tempi di coagulazione. La produzione di proteine di fase acuta puo’ 
diminuire. E’ strano che le globuline diminuiscano in modo significativo a causa di 
patologie a carico di altri potenziali tessuti di origine: piu’ frequentemente, in corso di 
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disordini epatici infiammatori, si verifica un aumento delle globuline, che esita in un 
incremento delle frazioni β e γ dell’elettroforesi (ponte β-γ). [7], [18]. 
 
Cachessia 
La cachessia è una tra le piu’ comuni sindromi paraneoplastiche in pazienti umani e 
veterinari, sebbene essa possa essere associata ad altri stati patologici. La sua principale 
caratteristica è la perdita di peso a fronte di una normale assunzione di cibo. L’anoressia 
puo’ accentuare gli effetti. Possono verificarsi disordini del metabolismo di carboidrati e di 
lipidi cosi’ come del bilancio dell’azoto e dei profili aminoacidici. Lo spostamento verso la 
respirazione anaerobica e la predilezione dei tessuti neoplastici per aminoacidi derivati 
dalla gluconeogenesi possono dare origine a una marcata perdita di tessuto muscolare e 
dell’azoto corporeo totale. Sebbene la sintesi totale delle proteine totali nel fegato tenda a 
crescere, questa non va di pari passo con la perdita e, in alcuni animali, puo’ eventualmente 
manifestarsi un’ipoalbuminemia. [7], [18]. 
 
Ipoglobulinemia 
L’ipoglobulinemia viene piu’ comunemente osservata nei cuccioli che non siano ancora 
pienamente immunocompetenti, in quanto la loro immunita’ passiva di origine materna 
svanisce a partire dalle 12 settimane circa di eta’. La maggior parte dei cuccioli raggiunge i 
livelli di immunoglobuline dell’adulto intorno ai 6 mesi ma, fino a quel momento, i 
cuccioli stessi possono essere predisposti ad infezioni del tratto respiratorio superiore. [7], 
[18]. 
Nel cane e nel gatto sono state identificate numerose immunodeficienze specifiche a base 
genetica, con conseguenti diminuizioni della produzione di globuline. L’identificazione 
della patologia si basa sulla misurazione quantitativa di immunoglobuline specifiche e 
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sulla dimostrazione della carenza in confronto ad animali normali della stessa eta’. [7], 
[18]. 
La deficienza di IgA è stata identificata in numerose razze, compreso il Pastore Tedesco, 
nel quale è responsabile della diminuzione dell’immunita’ cutanea e mucosale. Alcuni 
Sharpei sani hanno concentrazioni piu’ basse di IgA. In questa razza sono state inoltre 
riportate significative riduzioni sia di IgA che di IgM, insieme con una diminuita risposta 
linfocitaria verso i mitogeni : clinicamente questa deficienza puo’ colpire cani piu’ vecchi 
(3 anni di eta’ media) rispetto a quelli affetti da altre immunodeficienze primarie . [7]. 
La deficienza di IgG è stata dimostrata nei Weimaraner, in individui con infezioni 
batteriche ricorrenti o infezioni refrattarie alle terapie. Questi cani possono mostrare anche 
concentrazioni ridotte di IgM e/o di IgA. Puo’ essere inoltre presente una disfunzione 
neutrofilica. La deficienza selettiva di IgM è stata documentata nel Dobermann. [7]. 
L’acrodermatite letale dei Bull Terrier, che segue un modello ereditario autosomico 
recessivo, da origine a ridotte IgA, oltre che alla presenza di malformazioni  nel cavo orale, 
a lesioni cutanee ipercheratosiche  progressive e a diminuite concentrazioni di zinco nel 
sangue periferico. [7]. 
La cosiddetta “ grave immunodeficienza combinata “ (SCID) puo’ presentarsi in forma 
legata al sesso (X-SCID) o in forma autosomica.  La X-SCID si manifesta con basse conte 
linfocitari  e da basse ad assenti IgG e IgA ed è stata documentata nel Bassett Hound e nel 
Cardigan Corgi. Le IgM possono non essere interessate. La SCID autosomica è stata 
riportata nei Jack Russell Terrier in cucciolate multiple originate dagli stessi genitori; 
questi cani, se confrontati con quelli di cucciolate non colpite dalla patologia, mostrano 
IgM non misurabili, IgG ridotte, leucopenia e linfopenia. [7]. 
Sono infine state riportate numerose forme di immunodeficienze che non sono associate ad 
alterazioni della concentrazione o della funzionalita’ delle immunoglobuline, per cui il 
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riscontro di un pannello di immunoglobuline normale non è una garanzia di 
immunocompetenza. [7] . 
 
 
2.4  VALORI DI RIFERIMENTO/INTERVALLI 
DI RIFERIMENTO 
 
Quando ci si riferisce ai valori di riferimento vengono solitamente usate le espressioni 
valori normali, valori attesi, o piu’ comunemente, intervallo di riferimento. Normalmente 
questi valori sono ottenuti da una popolazione  di riferimento costituita da individui " sani " 
normali, ma per diversi strumenti e kit utilizzabili direttamente in ambulatorio vengono 
forniti dal produttore dell’apparecchio. I valori di riferimento vengono usati dal clinico per 
confrontarli con i valori ottenuti da un determinato paziente e, in ultima analisi, per 
formulare una diagnosi. E’ quindi importante che il clinico conosca l’origine di tali valori e 
come sono stati calcolati e che acquisisca tale informazione direttamente dal laboratorio o 
dal produttore dello strumento. [19].  
E’ fondamentale sapere che tipo di macchinario è stato utilizzato per il calcolo dei valori 
degli individui che andranno a costituire la popolazione sana per il conteggio degli 
intervalli di riferimento. Da recenti studi, effettuati su valori ottenuti con diverse metodiche 
elettroforetiche (elettroforesi capillare, su acetato di cellulosa e su gel di agar), i risultati 
hanno mostrato che esistono significative differenze per molte frazioni proteiche in base 
alla metodica utilizzata. [20] 
Idealmente, i valori di riferimento dovrebbero essere definiti secondo le linee guida fornite 
dal National Committee for Clinical Laboratory Standards. E’ pero’ molto difficile, in 
medicina veterinaria, seguire queste guide a causa della grande varieta’ di specie e di razza. 
La difficolta’ maggiore consiste proprio nell’identificare una popolazione adeguata da 
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utilizzare come riferimento. Si è quindi cercato di definire dei compromessi metodologici, 
relativi soprattutto al numero accettabile di animali che possono costituire tale 
popolazione. [7], [19]. 
L’intervallo di riferimento è definito come l’intera oscillazione di valori ottenuti, per un 
determinato parametro, da una popolazione di animali sani o non ammalati, e che 
corrisponde all’intervallo tra il valore minimo e quello massimo registrati in tale 
popolazione. In pratica viene utilizzato l’intervallo di riferimento, determinato con metodi 
statistici e che corrisponde ai valori registrati nel 95% della popolazione " normale ", 
apparentemente sana. Tale popolazione di riferimento dovrebbe essere individuata a priori 
usando parametri strettamente clinici, per definire i soggetti come "sani". Idealmente, tale 
popolazione dovrebbe essere rappresentativa dell’intera popolazione di animali che di 
solito è specifica di un determinato laboratorio. Nel caso venga usato un numero ristretto di 
animali, alcune variabili legate alla popolazione possono influenzare la validita’ 
dell’intervallo di riferimento. La popolazione di riferimento dovrebbe essere quindi 
rappresentata da animali di diversa razza, sesso ed eta’ che vivono in condizioni ambientali 
diverse. I valori di riferimento possono essere anche influenzati da errori pre-analitici o da 
variabili analitiche. Nel momento in cui si stabiliscono i valori di  riferimento è quindi 
opportuno effettuare un controllo di qualita’ particolarmente rigoroso. [7] 
 
 
 
     2.5   DETERMINAZIONE DELL’INTERVALLO DI 
RIFERIMENTO                                                                              
 
Una volta selezionata la popolazione normale di individui sani, i valori di riferimento 
ottenuti devono essere sottoposti ad analisi statistiche per determinare l’intervallo di 
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riferimento relativo ad ogni parametro. I valori devono essere elaborati utilizzando metodi 
parametrici nel caso in cui siano distribuiti secondo una gaussiana, la classica curva di 
distribuzione " a campana " ottenuta riportando i dati su un grafico di distribuzione (vedi 
Fig. 2.5.1 a ). Nel caso di una distribuzione gaussiana, l’intervallo di riferimento 
corrisponde alla media ± la 2DS (deviazione standard). Se la distribuzione dei valori è 
deviata in maniera asimmetrica (vedi Fig. 2.5.1 b) i valori devono essere trasformati in 
maniera logaritmica o quadratica per produrre una distribuzione gaussiana e poi poter 
definire gli intervalli di riferimento. In alternativa, devono essere usati metodi statistici 
non-parametrici. Tali metodi di solito sono basati sull’ordinamento crescente dei risultati e 
sull’uso dei percentili come limiti di riferimento. Il valore al 97,5° percentile viene 
considerato il limite superiore di riferimento e quello al 2,5°percentile viene considerato il 
limite inferiore di riferimento. Per calcolare i percentili bisogna prima ordinare in maniera 
crescente i valori ottenuti dalla popolazione di riferimento. Se n è il numero dei campioni, 
la posizione che corrisponde al risultato piu’ vicino al percentile 2,5° viene calcolata con la 
formula (n+1) * 0,025, e quella che corrisponde al risultato piu’ vicino al percentile 97,5 
con la formula (n+1) * 0,975. [7], [19].    
 
 
Fig. 2.5.1 Distribuzione gaussiana e distribuzione asimmetrica. [Tratta da 
testo  N.7]. 
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Nella preparazione degli istogrammi, sulla base dei quali costruire gli intervalli di 
riferimento, va considerata la presenza dei cosiddetti outliers, cioe’ i valori lontani dal 
gruppo principale. Tali outliers devono comunque essere inclusi nella popolazione su cui 
costruire l’intervallo di riferimento, a meno che non siano evidentemente generati da errori 
pre-analiti o analitici. I limiti di riferimento determinati attraverso metodi non parametrici 
e basati su un numero pari o superiore a 120 non cambierebbero di molto anche se gli 
outliers venissero esclusi dalla popolazione. Se le popolazioni sono meno numerose 
bisogna utilizzare test statistici appositamente disegnati per considerare la presenza di 
outliers. E’ stato comunque suggerito che per disegnare intervalli di riferimento con un 
basso intervallo di confidenza (cioe’ con un basso margine di errore) devono essere usati 
almeno 200 soggetti. Questo numero è stato poi abbassato a 60, se si usano test parametrici 
e a 120 se si usano test non parametrici. In medicina veterinaria, pero’, il numero che si 
raggiunge piu’ facilmente corrisponde ad un minimo di 40 soggetti. Dalla precedente 
descrizione si dovrebbe dedurre che un intervallo di riferimento definisce i risultati che ci 
si puo’aspettare di ottenere nel 95% degli animali sani, usando tali intervalli, il 5% degli 
animali realmente sani, potrebbe essere classificato come " non normale " (piu 
precisamente il 2,5% degli animali sani potrebbe far registrare valori inferiori al limite di 
riferimento e il 2,5% degli animali sani potrebbe far registrare valori superiori al limite di 
riferimento). Ogni 20 animali sani esaminati, quindi, ce ne potrebbe essere uno con valori 
piu’ bassi o piu’ alti dell’intervallo di riferimento. In ogni caso, dato che tale soggetto è un 
animale sano, il suo risultato dovrebbe essere molto vicino al limite inferiore o superiore 
dell’intervallo di riferimento.[7], [19]. 
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2.6  ANALISI  STRUTTURALE DELL’ESAME     
ELETTROFORETICO 
 
Osservando la Fig.2.6.1 è possibile vedere che spostandosi da sinistra verso destra,  sono 
elencate le proteine prese in esame, i rispettivi valori in  
 
 
Fig.2.6.1 Esempi di elettroforesi  su acetato di cellulosa dall’archivio del 
laboratorio di Biochimica ed Ematologia Clinica Veterinaria del 
Dipartimento di Clinica Veterinaria Università di Pisa 
 
percentuale, i valori di riferimento espressi in percentuale, ed il valore delle proteine in 
valore assoluto. [21]. 
La parte a destra è invece rappresentata dal tracciato elettroforetico su acetato di cellulosa 
ed il classico grafico a picchi. [21]. 
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Nella parte inferiore numerica sono riportati anche la variazione delle proteine totali ed il 
rapporto tra albumina e globuline. [21]. 
All’altezza delle frazioni proteiche, in cui è avvenuta una variazione rispetto ai valori di 
riferimento espressi in percentuale, viene rappresentata una freccia con direzione verso 
l’alto oppure verso il basso nel caso in cui ci sia stato un aumento od una diminuzione di 
tale frazione proteica. [21] 
Spostandoci nella parte grafica dell’esame, da sinistra verso destra normalmente troviamo 
nel cane almeno quattro frazioni proteiche: albumina, alfa-globuline, beta-globuline e 
gamma-globuline; per alcuni autori (anglosassoni) tale sequenza è invece rappresentata 
graficamente da destra verso sinistra. E’ comunque meglio ricordare che il numero delle 
frazioni proteiche si possono trovare, puo’ essere aumentato a seconda del laboratorio e del 
tipo di strumento che si sta utilizzando. Esistono delle norme generali per la separazione ed 
identificazione dei picchi nel proteinogramma: 
· Per  prima va stabilita la separazione tra la frazione alfa e beta; in una forma 
approssimata possiamo dire che il punto medio della corsa del proteinogramma 
rappresenta la separazione tra questa due proteine. [20]. 
· Per seconda è possibile verificare ed identificare l’albumina come un picco alto e stretto 
alla sinistra. Il picco dell’albumina permette di apprezzare la qualita’ del 
proteinogramma, perche’ migra sempre nel medesimo posto con una base stretta (perche’ 
è un’unica proteina). [21]. 
· Per terzo è possibile fare una separazione tra la frazione beta e gamma ed eventuali 
subfrazioni presenti. Per la separazione dei picchi si possono seguire distinti criteri come: 
l’identificazione delle bande  e sub-bande seguendo la variazione dell’intensita’ di 
colorazione sull’acetato di cellulosa, così ogni frazione corrisponde con un’area di 
differente intensita’, oppure i valli o zone ad “U” sul tracciato elettroforetico. Cosi’ la 
depressione maggiormente marcata nell’ultima parte di tracciato  corrispondera’ alla 
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separazione tra beta e gamma. Spesso questa separazione risulta essere difficile da 
interpretare e di scarsa importanza e ripercussione sull’interpretazione del 
proteinogramma. Infine nella maggior parte delle occasioni, alcune globuline possono 
essere a loro volta  suddivise in due bande come abbiamo gia’ detto. (alfa 1 e 2, beta 1 e 
2). Secondo alcuni autori, la divisione della banda beta risulta essere inutile. E’ utile 
ricordare che le beta-globuline contengono anche alcune frazioni proteiche che in alcuni 
casi possono produrre interferenze o artefatti (fibrinogeno ed emoglobina). [21]. 
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3.1 INTRODUZIONE 
 
Nel laboratorio del Dipartimento di Clinica Veterinaria della Facolta’ di Medicina 
Veterinaria, dell’Universita’ di Pisa, sono state effettuate negli anni compresi tra il 2003 ed 
il 2007, circa 1780 elettroforesi su acetato di cellulosa, nel siero di cane. 
I tracciati elettroforetici sono stati valutati tramite scansione densitometrica, prendendo in 
considerazione intervalli di riferimento gia’ prestabiliti. Nell’archivio, oltre ad i tracciati di 
siero di cane, erano presenti anche quelli appartenenti alla specie felina ed equina. 
Gli obiettivi della tesi sono: 
· Ordinare e catalogare tutto il materiale presente nell’archivio, che riguarda 
l’elettroforesi di siero di cane, formando cartelle contenenti tracciati con le medesime 
variazioni delle sieroproteine. 
· Analizzare gli intervalli di riferimento adottati dal laboratorio 
· Valutare gli esami sieroelettroforetici dei casi ritenuti non patologici, cioè con valori 
assoluti e relativi delle sieroproteine all’interno degli intervalli di riferimento 
· Osservare, nel medesimo modo seguito per i casi ritenuti non patologici, esami 
sieroelettroforetici presi a campione, in cui il valore delle proteine totali risultava essere 
aumentato o diminuito 
· Valutare i valori percentuali ed assoluti delle sieroproteine, gli intervalli di riferimento 
di ciascuna classe di sieroproteine, la corsa elettroforetica su acetato di cellulosa ed il 
grafico densitometrico a picchi. 
· Convalidare ulteriormente gli intervalli di riferimento adottati nelle varie frazioni 
sieroelettroforetiche. 
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3.2  MATERIALI E METODI 
 
3.2.1  MATERIALI 
 
3.2.1.1  SISTEMA AUTOMATICO PER ELETTROFORESI 
 
Per effettuare l’analisi elettroforetica del siero, è stato  utilizzato un sistema automatico per 
elettroforesi con scansione densitometrica fornito dalla ditta Interlab®. Roma Italia [21]. 
Il modello dello strumento utilizzato è il MICROTECH648ISO, un sistema che esegue in 
modo completamente automatico tutte le fasi operative per la realizzazione di tracciati di:  
· Sieroproteine 
· Lipoproteine 
· Emoglobine 
· Isoenzimi 
· Gold stain 
La corsa elettroforetica viene effettuata su piccole strisce di acetato di cellulosa  e la 
scansione densitometrica dei tracciati si puo’ esprimere per le versioni micro e semimicro. 
[22]. 
Lo strumento si compone delle seguenti parti: 
· Uno strumento che integra in se’ un preparatore di elettroforesi ed un densitometro per 
la lettura dei tracciati 
· Un personal computer 
· Un software di gestione ed elaborazione dati in ambiente Windows95®, 
· Una stampante 
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Lo strumento utilizza, abbiamo detto, strisce di acetato di cellulosa supportato su Mylar® 
di piccole dimensioni (6*7,6 cm) che permettono un considerevole risparmio di reattivi. La 
striscia è ottenuta dalla stratificazione di acetato di cellulosa, su un supporto in materiale 
plastico (Mylar®). Le due superfici si distinguono l’una dall’altra perche’ quella in 
Mylar® è lucida e quella in acetato di cellulosa è opaca. [22]. 
La macchina è costituita da portavaschette e tamponcini (vedi Fig.3.2.1); è necessario 
inserire nel portavaschette i tamponcini assorbenti per l’asciugatura delle strisce e riempire 
le vaschette con i liquidi prescritti dalla metodica. Le vaschette vanno riempite fino a 
quando il livello della soluzione raggiunge i 5 mm dal bordo. La numerazione delle 
posizioni del portavaschette  va dal numero 7 al numero 17. Mentre l’incubatore è 
rappresentato come la vaschetta numero 18. [22]. 
 
Fig.3.2.1 Sistema automatico per elettroforesi su acetato di cellulosa.  
               Tratto da testo N.22]. 
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Nella tabella 3.2.1 seguente sono riportate le posizioni che i tamponcini e le vaschette 
devono assumere nel portavaschette, oltre al tipo e alla quantita’di reattivo da impiegare. 
[22]. 
 
Tab. 3.2.1 [Tratta da testo N.22] 
 
 
Successivamente si passa alla fase di preparazione dei portacampioni; sistemando il 
tamponcino assorbente per l’asciugatura. [22]. 
Vengono poi inseriti due tamponcini assorbenti per l’asciugatura delle strisce nelle 
apposite sedi che si trovano nel vano tra la camera di migrazione e la piastra di 
deposizione. L’ultima fase consiste nella preparazione della camera di migrazione: è 
necessario inserire i tamponcini, versare il tampone per la migrazione in ognuno degli 
scomparti, verificare che il tampone tra i due scomparti sia allo stesso livello, posizionare 
la camera di migrazione nel suo alloggiamento spingendola fino al completo inserimento; 
fissare la striscia di acetato di cellulosa al portastrisce e posizionarla sulla piastra di 
deposizione. [22]. 
Bisogna fare particolare attenzione durante la fase di preparazione dei campioni: sebbene il 
portacampioni, nel suo alloggiamento, venga mantenuta ad una temperatura di circa 12°C, 
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è sempre consigliato di procedere alla loro disposizione pochi minuti prima di effettuare 
l’analisi, successivamente è necessario mettere il portacampioni nell’ apposito vano. [22]. 
La macchina ha la capacita’ analitica di effettuare 48 campioni Micro con una velocita’ di 
40 test all’ora. Utilizza portacampioni monouso con 48 pozzetti e i campioni possono 
essere mantenuti in questa sede per 5 ore. [22]. 
Le corse elettroforetiche sono state eseguite nella versione micro utilizzando il kit per le 
sieroproteine SRE204K fornito dalla Interlab® per il modello MICROTECH648ISO. 
   
3.2.1.2  PROGRAMMA PER L’ELABORAZIONE DEI DATI 
 
Il programma utilizzato dal laboratorio dell’Universita’ di Pisa, per l’elaborazione dei dati 
forniti dalla macchina dell’elettroforesi su acetato di cellulosa, è denominato Elfolab, 
fornito dalla Interlab®. 
 
Requisiti minimi di sistema operativo del PC sono : 
· Personal computer di classe Pentium o Celeron 
· 16 MB di RAM 
· 64k colori con risoluzione di almeno 640*480 pixel 
· 40MB liberi su Hard-Disk 
· Win9X o WinNT 
 
Il programma da la possibilita’, una volta eseguito la scansione con la macchina 
densitometrica, di creare una database per inserire i dati di tutti i pazienti con i relativi 
risultati ottenuti dall’esame, e trasformarli quindi in grafici che diventano facilmente 
interpretabili. [23]. 
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Successivamente alla trasformazione grafica della corsa elettroforetica delle sieroproteine, 
è compito dell’operatore del laboratorio porre, delle linee di divisione nei valli del tracciato 
che stanno ad indicare la variazione quantitativa e qualitativa di ogni singola frazione 
proteica (vedi Fig.3.2.2). E’ quindi molto importante fare attenzione in questa fase 
manuale, per evitare di effettuare  errori che potrebbero rendere il lavoro finale del grafico 
non corretto. [23]. 
 
 
Fig.3.2.2 Trasformazione grafica della corsa elettroforetica su acetato di 
cellulosa: le linee perpendicolari all’asse, indicano la separazione di 
ogni singola frazione proteica. La linea perpendicolare in rosso è 
impostata dall’operatore, mentre quelle in nero sono impostate dal 
software strumentale. 
 
 
Il programma dispone di una funzione che consente di operare sul grafico dei risultati, per 
apportare diverse correzioni e per effettuare misurazioni. [23]. 
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E’ possibile effettuare una trasformazione in formato PDF, che da quindi la possibilita’ di 
avere una visione dei valori del paziente con i relativi intervalli di riferimento, 
precedentemente impostati, ed il grafico del tracciato elettroforetico. [23]. ( vedi Fig. 
3.2.3). 
 
Fig. 3.2.3  Esempio di trasformazione in formato PDF. Archivio del 
laboratorio di Biochimica ed Ematologia Clinica Veterinaria del 
Dipartimento di Clinica Veterinaria. 
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3.2.2  METODI 
 
Come avevo gia’ spiegato in precedenza, il materiale utilizzato, raccolto dall’archivio del 
laboratorio dell’Universita’ di Pisa, non era catalogato con un preciso criterio. Per cui 
prima di effettuare qualsiasi tipo di studio, ho dovuto per poter avere una visione completa, 
ordinare e raggruppare tutti i tracciati elettroforeticici in gruppi aventi tutti le medesime 
variazioni proteiche, ottenendo quindi molte classi tante quante sono le possibili 
combinazioni di variazioni delle varie sieroproteine. 
Le 1760 elettroforesi comprendevano svariate combinazioni di modificazioni quantitative e 
qualitative delle sieroproteine. L’indagine è stata limitata solo sugli esami elettroforetici e, 
per la loro valutazione, essendo il materiale molto vasto, non ho associato le cartelle 
cliniche per registrare anamnesi ed eventuale diagnosi del paziente. Mi sono, quindi 
limitata ad osservare il tracciato elettroforetico, il grafico ed i valori delle proteine con i 
rispettivi valori di riferimento dei casi ritenuti “normali”, cioè con i valori delle 
sieroproteine totali all’interno degli intervalli di riferimento preimpostati dal laboratorio e 
di alcuni esempi di sieroelettroforesi presi a campione che mostravano aumento o 
diminuzione del valore delle proteine totali sieriche. 
Tra il vasto materiale di elettroforesi di cane sono state selezionate 100 corse 
elettroforetiche con i seguenti criteri: 
· Tracciato o grafico densitometrico nella norma 
· Valori relativi ed assoluti entro intervalli di riferimento prestabiliti da precedenti studi 
ed adottati dal laboratorio. 
· Valori nell’intervallo di riferimento per le proteine totali del siero 
Su questi 100 campioni è stata effettuata la seguente analisi statistica per ogni frazione 
proteica: 
· Calcolo della media 
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· Calcolo della mediana 
· Calcolo della deviazione standard 
· Calcolo della varianza 
· Calcolo del chi-quadro 
· Calcolo dei percentili  
Tutti i risultati sono espressi in valore percentuale. 
 
Dopo una mia recente esperienza all’Universita’ di Medicina Veterinaria di Murcia, in 
Spagna presso il laboratorio di Patologia Medica, diretto dal Prof. Josè Ceron, ho potuto 
osservare come in quella nazione fosse utilizzato il valore assoluto come unica forma di 
unita’ di misura per il calcolo delle sieroproteine elettroforetiche, (gia’ adottato anche in 
Italia nei laboratori di umana) invece che il valore in percentuale. 
Tale osservazione mi ha portato a trasformare, tutti i valori delle proteine elettroforetiche 
espressi in percentuale, in valore assoluto. 
Dopodiche’ ho effettuato il medesimo studio statistico, fatto in precedenza per i valori 
percentuali, sui valori assoluti calcolati. Ho messo infine a confronto i risultati dei valori 
assoluti con quelli espressi in percentuale. 
 
 
3.3  RISULTATI 
 
In prima istanza sono stati valutati i risultati delle varie frazioni proteiche in soggetti che 
avevano valori delle proteine totali sieriche che ricadevano negli intervalli di riferimento. 
Dalla valutazione statistica, effettuata sui valori espressi in percentuale (vedi tab. 3.3.1), il 
valore del chi-quadro, che è il test per la distribuzione normale, mostrava valori che non 
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rispettavano la normalità per le sieroproteine alfa 1 e alfa 2 globuline e per il valore delle 
gamma globuline.  
 
 
 
 
 
Tab. 3.3.1 Valutazione statistica effettuata su 100 sieroelettroforesi di cane   
in cui il valore delle proteine totali sieriche rientrava negli intervalli 
di riferimento. Valore delle differenti frazioni elettroforetiche 
espresso in percentuale. 
 
 
*Non rispetta la normalità 
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Tab. 3.3.2 Valutazione statistica effettuata su 100 sieroelettroforesi di cane  in cui 
il valore delle proteine totali rientrava negli intervalli di riferimento. 
Valore delle differenti frazioni elettroforetiche espresso in valore 
assoluto. 
 
 
 
Nella statistica invece effettuata sui valori assoluti, il chi-quadro tornava ad essere nella 
normalita’ per tutte le frazioni proteiche incluse quelle citate in precedenza. (vedi tab. 
3.3.2). 
Considerando che nell’analisi globale delle sieroelettroforesi su acetato di cellulosa nel 
cane, normalmente è necessario osservare, i dati numerici sia come valori relativi che 
assoluti che sono forniti dallo strumento, la migrazione delle proteine che è riportata con 
diversa intensita’ di colore sul foglio di acetato di cellulosa ed il tracciato densitometrico 
del  proteinogramma. 
Osservando le sieroelettroforesi in cui i valori assoluti e relativi delle frazioni proteiche 
rientravano negli intervalli di riferimento, in 40/100 era possibile apprezzare visivamente 
nel grafico, una variazione della frazione alfa-2 che mostrava un picco piu’ elevato, che 
poteva far pensare ad una modificazione quantitativa di tale frazione proteica. (vedi Fig. 
3.3.1) 
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Fig.3.3.1 Esempi di elettroforesi  su acetato di cellulosa dall’archivio del 
laboratorio di Biochimica ed Ematologia Clinica Veterinaria del 
Dipartimento di Clinica Veterinaria Università di Pisa (le frecce 
indicano un aumento sul grafico densitometrico della alfa 2 globulina) 
 
(Albumina 2,8-4,1; Alfa1 0,1-0,3; Alfa2 0,7-1,1; Alfa totale 0,8-1,4 Beta1 
0,4-0,9; Beta2 0,5-0,9; Beta totale 0,9-1,8; Gamma 0,4-0,8 valori espressi 
in g/dl). 
 
Osservando la figura 3.3.1, è possibile vedere come il valore numerico 16,9 della alfa 2 
globulina, sia ancora contenuto all’interno dei valori di riferimento del laboratorio; e come 
invece questa frazione  sia aumentata sul tracciato di acetato di cellulosa e sul grafico 
densitometrico a picchi. Questa osservazione, mostra come l’intervallo di riferimento, 
espresso in percentuale, adottato dal laboratorio sia forse inadatto se messo in relazione al 
grafico a picchi ed alla corsa elettroforetica della proteina alfa-2 globulina. 
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Gli intervalli di riferimento adottati dal laboratorio, erano stati calcolati in precedenza, 
prendendo in analisi circa 40 soggetti normali ritenuti “non patologici”. 
Analizzando 100 sieroelettroforesi ritenuti provenienti da soggetti normali, abbiamo 
ricalcolato gli intervalli di riferimento e abbiamo notato che l’intervallo di riferimento della 
sieroproteina alfa-2 non si è modificato in maniera significativa da giustificare il picco 
rilevabile sul grafico. 
Dopo aver effettuato queste indagini si è potuto quindi verificare che, con valori di 
proteine totali nella norma, ovvero all’interno degli intervalli di riferimento preimpostati 
dal laboratorio, gli indici delle frazioni proteiche hanno una migliore interpretazione se 
calcolate in valore assoluto anziché in valore percentuale. 
Osservando la Fig.3.3.2, con valori delle frazioni sieroproteiche numerici nella norma 
come valore percentuale ma con tracciato alterato nelle alfa2 globuline e beta1globuline 
(indicato dalle frecce), è possibile modificare l’interpretazione del quadro elettroforetico 
considerando i valori delle frazioni sieroproteiche espressi su dati assoluti in g/dl. Infatti è 
evidente che le frazioni alfa 2 globuline e beta 1 globuline, espresse in valore assoluto 
escano dall’intervallo di riferimento e trovino  riscontro sia nella corsa sieroelettroforetica 
su acetato di cellulosa che sul grafico a picchi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
. 
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 Fig. 3.3.2 Esempio di esame elettroforetico, Laboratorio di Biochimica ed 
Ematologia Clinica Veterinaria del Dipartimento di Clinica 
Veterinaria Universita’ di Pisa (le frecce indicano un tracciato alterato 
in alfa 2 e beta 1) 
 
(Albumina 2,8-4,1; Alfa1 0,1-0,3; Alfa2 0,7-1,1; Alfa totale 0,8-1,4 
Beta1 0,4-0,9; Beta2 0,5-0,9; Beta totale 0,9-1,8; Gamma 0,4-0,8 
valori espressi in g/dl). 
 
In un secondo momento abbiamo preso in considerazione sieroelettroforesi con valori delle 
proteine totali sieriche che ricadevano al di fuori dell’intervallo di riferimento, dove è stato 
possibile invece effettuare nuove considerazioni. 
Esaminiamo per prima alcune siero elettroforesi di soggetti che hanno valori di 
sieroproteine totali inferiori dell’intervalli di riferimento. (vedi figure 3.3.3, 3.3.4, 3.3.5) 
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Fig.3.3.3 Esempio di esame elettroforetico, Laboratorio di Biochimica ed 
Ematologia Clinica Veterinaria del Dipartimento di Clinica 
Veterinaria Universita’ di Pisa (la freccia piene indica il valore 
parziale della frazione proteica espressa in g/dl contenuto 
all’interno dell’intervallo di riferimento, le frecce vuote indicano 
invece un aumento della sieroproteina  nella corsa 
sieroelettroforetica su acetato di cellulosa e nel grafico a picchi). 
 
 
(Albumina 2,8-4,1; Alfa1 0,1-0,3; Alfa2 0,7-1,1; Alfa totale 0,8-1,4 
Beta1 0,4-0,9; Beta2 0,5-0,9; Beta totale 0,9-1,8; Gamma 0,4-0,8 
valori espresso in g/dl) 
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Fig.3.3.4 Esempio di esame elettroforetico, Laboratorio di Biochimica ed 
Ematologia Clinica Veterinaria del Dipartimento di Clinica Veterinaria 
Universita’ di Pisa (la freccia piena indica il valore parziale della frazione 
proteica espressa in g/dl contenuti all’interno degli intervalli di riferimento, 
le frecce vuote indicano invece un aumento della sieroproteina  nella corsa 
sieroelettroforetica su acetato di cellulosa e nel grafico a picchi). 
 
 
(Albumina 2,8-4,1; Alfa1 0,1-0,3; Alfa2 0,7-1,1; Alfa totale 0,8-1,4 
Beta1 0,4-0,9; Beta2 0,5-0,9; Beta totale 0,9-1,8; Gamma 0,4-0,8 
valori espressi in g/dl). 
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Fig. 3.3.5 Esempio di esame elettroforetico, Laboratorio di Biochimica ed 
Ematologia Clinica Veterinaria del Dipartimento di Clinica Veterinaria 
Universita’ di Pisa(la freccia piena indica il valore parziale della frazione 
proteica espressa in g/dl contenuto all’interno degli intervalli di 
riferimento, le frecce vuote indicano invece un aumento della 
sieroproteina  nella corsa sieroelettroforetica su acetato di cellulosa e nel 
grafico a picchi). 
 
 
(Albumina 2,8-4,1; Alfa1 0,1-0,3; Alfa2 0,7-1,1; Alfa totale 0,8-1,4 
Beta1 0,4-0,9; Beta2 0,5-0,9; Beta totale 0,9-1,8; Gamma 0,4-0,8 
valori espressi in g/dl). 
 
In tutti e tre i casi , i valori parziali delle frazioni proteiche riportati in g/dl contrassegnati 
dalle frecce, rientrano negli intervalli di riferimento mentre i corrispettivi valori in 
percentuale mostrano delle variazioni se comparati ai loro intervalli di riferimento. E’ 
possibile fare quindi le seguenti osservazioni: 
· Osservando il grafico della figura 3.3.3, è visibile  come la alfa 2 globulina sia 
realmente aumentata, riscontrabile anche da un’intensita’ maggiore sul tracciato del foglio 
di acetato di cellulosa e sul grafico a picchi corrispondente. 
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· Guardando il grafico della figura 3.3.4 il picco della beta globulina mostra un chiaro 
aumento, riscontrabile da un’intensità maggiore nel tracciato sul foglio di acetato di 
cellulosa e sul grafico a picchi corrispondenti. 
· Infine, nella figura 3.3.5 il picco dell’ alfa 2 globulina  mostra un chiaro aumento 
riscontrabile da un’intensità maggiore nel tracciato del foglio di acetato di cellulosa e nel 
grafico a picchi corrispondente. 
 Quest’analisi globale delle sieroproteine porta a fare delle ulteriori considerazioni. I casi 
che evidenziano una diminuzione del valore delle proteine sieriche totali, presi in modo 
casuale tra tutte le elettroforesi che mostravano la medesima variazione, insieme a molte 
altre  che per ovvi motivi non sono state riportate, indicano che l’utilizzo del solo valore 
assoluto non è accettabile. Infatti nei soggetti che hanno una diminuzione delle proteine 
totali sieriche, l’utilizzo del valore percentuale sembra essere migliore. Ciò è dimostrato 
dal fatto che il valore assoluto delle frazioni proteiche rientra negli intervalli di riferimento 
corrispondenti, ma non coincide con le modificazioni visibili nella parte del grafico 
densitometrico. 
 
Infine sono stati valutati campioni per l’elettroforesi in cui il valore delle proteine totali 
sieriche è aumentato. Prendendo a campione alcune elettroforesi (vedi Fig 3.3.6, 3.3.7, 
3.3.8), è possibile fare le seguenti considerazioni: 
· Il valore dell’alfa 1 globulina nei tre grafici espresso in percentuale risulta diminuito, 
mentre quello in valore assoluto rimane entro gli intervalli di riferimento. Osservando la 
corsa elettroforetica su acetato di cellulosa ed il grafico a picchi è possibile vedere una 
sua diminuzione.(indicato dalle frecce di colore nero e piene). 
· Il valore dell’alfa 2 globulina nei tre grafici espresso in valore percentuale è contenuto 
all’interno degli intervalli di riferimento, il corrispettivo espresso in valore assoluto è 
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invece aumentato. Osservando il foglio di acetato di cellulosa ed il grafico a picchi è 
evidente un aumento. (indicato dalle frecce di colore nero e vuote) 
· Il valore dell’albumina è diminuito sia in valore percentuale sia in valore assoluto. 
L’intensità di colore della corsa elettroforetica su acetato di cellulosa è diminuito come 
anche il picco sul grafico. 
· Il valore percentuale ed assoluto della frazione beta globulina in tutte e tre le figure è 
aumentato. Questa osservazione è confermato dal tracciato elettroforetico su acetato di 
cellulosa con un aumento dell’intensità di colore e dal grafico a picchi. 
· Il valore della gamma globulina espresso in percentuale nelle Fig.3.3.6 e 3.3.7 è 
diminuito. Tale diminuzione è visibile anche nella parte grafica. Nella Fig.3.3.8 il valore 
percentuale è invece aumentato come anche nel grafico. 
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Fig.3.3.6 Esempio di esame elettroforetico, Laboratorio di Biochimica ed 
Ematologia Clinica Veterinaria del Dipartimento di Clinica 
Veterinaria Universita’ di Pisa (le frecce nere piene indicano una 
diminuzione del valore di alfa 1 globulina, le frecce vuote un 
aumento del valore di alfa 2 globulina). 
 
(Albumina 2,8-4,1; Alfa1 0,1-0,3; Alfa2 0,7-1,1; Alfa totale 0,8-1,4 
Beta1 0,4-0,9; Beta2 0,5-0,9; Beta totale 0,9-1,8; Gamma 0,4-0,8 
valori espressi in g/dl). 
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Fig.3.3.7 Esempio di esame elettroforetico, Laboratorio di Biochimica ed 
Ematologia Clinica Veterinaria del Dipartimento di Clinica 
Veterinaria Universita’ di Pisa (le frecce nere piene indicano una 
diminuzione del valore di alfa 1 globulina, le frecce nere vuote un 
aumento del valore di alfa 2 globulina). 
 
 
(Albumina 2,8-4,1; Alfa1 0,1-0,3; Alfa2 0,7-1,1; Alfa totale 0,8-1,4 
Beta1 0,4-0,9; Beta2 0,5-0,9; Beta totale 0,9-1,8; Gamma 0,4-0,8 
valori espressi in g/). 
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Fig.3.3.8 Esempio di esame elettroforetico, Laboratorio di Biochimica ed 
Ematologia Clinica Veterinaria del Dipartimento di Clinica 
Veterinaria Universita’ di Pisa (le frecce nere piene indicano una 
diminuzione del valore di alfa 1 globulina, le frecce nere vuote un 
aumento del valore di alfa 2 globulina). 
 
 
(Albumina 2,8-4,1; Alfa1 0,1-0,3; Alfa2 0,7-1,1; Alfa totale 0,8-1,4 
Beta1 0,4-0,9; Beta2 0,5-0,9; Beta totale 0,9-1,8; Gamma 0,4-0,8 valori 
espressi in g/dl). 
 
 
Da questi risultati si evince che per il calcolo di albumina, beta globuline e gamma 
globulina sembra essere corretto l’utilizzo simultaneo del valore percentuale che di quello 
assoluto. 
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3.4  CONCLUSIONI 
 
L’esame sieroelettroforetico, su acetato di cellulosa, è un valido aiuto diagnostico se 
utilizzato appropriatamente. Infatti, è necessario fare considerazioni su ogni parte 
dell’esame e soprattutto correlarle sempre tra loro. 
A nostro avviso conviene sempre valutare: 
· Le concentrazioni delle proteine totali sieriche 
· I valori percentuali delle frazioni sieroproteiche e confrontarli con i rispettivi intervalli 
di riferimento 
· I valori assoluti delle frazioni sieroproteiche e confrontarli con i rispettivi intervalli di 
riferimento 
· Tracciato o corsa elettroforetica 
· Grafico densitometrico a picchi 
 Lo studio effettuato, ha dimostrato che il solo utilizzo dei valori percentuali o dei valori 
assoluti, non risulta essere corretto e dipende anche dal valore delle proteine sieriche totali. 
Infatti si ritiene necessario, in via preliminare, osservare e prendere in considerazione se è 
avvenuta o meno una alterazione del valore delle proteine totali sieriche, perchè 
l’interpretazione cambia. 
Nel caso in cui il valore delle proteine totali sieriche sono all’interno dell’intervallo di 
riferimento, il valore assoluto delle variazioni sieroproteiche sembra essere l’unità di 
misura che trova la migliore applicazione valutativa con una corrispondenza di vedute tra 
valore assoluto delle frazioni sieroproteiche, il tracciato elettroforetico ed il grafico a 
picchi. 
Quando ci si trova davanti ad esami elettroforetici in cui il valore delle proteine totali 
sieriche è diminuito, l’unità di misura percentuale, sembra migliore perché convalidata dal 
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risultato della corsa elettroforetica delle sieroproteine su acetato di cellulosa e dal grafico 
densitometrico a picchi.  
Quando invece, si abbia un aumento del valore delle proteine totali sieriche, la scelta di 
una delle due unità di misura (valori percentuali o valori assoluti) delle varie frazioni 
sieroproteiche rispetto all’altra, può essere regolata e condizionata dal tipo di frazione 
sieroproteica presa in esame. 
E’ utile ricordare alcune considerazioni generali sulla sieroelettroforesi: 
· Quest’esame è di tipo semiquantitativo 
· La corsa elettroforetica può essere influenzata da fattori tecnici e da interferenti presenti 
nel campione medesimo. (es. campioni patologici). 
· La colorazione delle varie frazioni sieroproteiche è legata all’affinità del tipo di 
colorante impiegato che può presentare un legame differente con le varie frazioni delle 
proteine sieriche. 
Risulta essere quindi di fondamentale importanza, l’elaborazione, di tutte le componenti 
che costituiscono questo esame, ed arrivare ad un risultato dopo averle correlate tra loro 
senza mai dimenticare la rilevanza nella scelta del tipo di unità di misura adottata (valore 
percentuale o assoluto). E’ importante tenere sempre presente che la parte numerica 
dell’esame (valori relativi ed assoluti delle frazioni proteiche) devono essere confermati 
dalla parte grafica (corsa elettroforetica delle sieroproteine su acetato di cellulosa e grafico 
a picchi). Solo usando queste accortezze, è possibile evitare di commettere errori nella 
lettura dell’esame sieroelettroforetico su acetato di cellulosa, rendendolo quindi un valido 
ausilio diagnostico nella pratica veterinaria. 
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